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2.1 Limbische Enzephalitis 
 
Temporallappenepilepsie (TLE) ist die häufigste erworbene Form der Epilepsie im Er-
wachsenenalter. Paraneoplastische (pLE) und nicht-paraneoplastische (npLE) Formen 
der limbischen Enzephalitis wurden als eine der Hauptursachen für die Entwicklung von 
TLE beschrieben (Bien et al., 2007). Limbische Enzephalitis (LE) führt über noch nicht 
im Detail bekannte Prozesse zellulärer und struktureller Schädigungen zu chronischen 
rezidivierenden Krampfanfällen, sowie erheblicher Beeinträchtigung der Gedächtnis-
leistung (Vincent et al., 2011). 
Als neuropathologische Korrelate der TLE zeigen sich eine hippokampale Sklerose (HS) 
mit Zelluntergang besonders in den Regionen CA1, CA3/4, sowie eine begleitende Gli-
ose. In aktuellen Studien wurden spezifische Autoantikörper als Hauptfaktoren der pLE 
beschrieben (Malter et al., 2010; Vincent et al., 2011), in einer erheblichen Anzahl von 
Patienten mit LE wurden jedoch keine Autoantikörper nachgewiesen. Die Pathogenese 
der LE ist bisher nicht im Detail bekannt. Die genauen Mechanismen, wie Autoantikörper 
Neurone und Netzwerke in hypererregbare Zustände versetzen, sind ungeklärt. Ferner 
wurden in Hippokampi von LE-Patienten sowohl verschiedene B-, als auch zahlreiche T-
Lymphozyten und aktivierte Mikroglia nachgewiesen (Bien et al., 2007; Vincent et al., 
2011). Im Rahmen anderer autoinflammatorischen ZNS-Erkrankungen, wie zum Beispiel 
der multiplen Sklerose, kann es ebenfalls zu Anfällen kommen. Auch diese Erkrankun-
gen sind durch prominente T-lymphozytäre Infiltrate gekennzeichnet (Koch et al., 2008; 
Vincent und Crino, 2011). 
Zwar wurden in humanem Gewebe und in Tiermodellen bereits Mechanismen des T-
Lymphozyten vermittelten Zelltodes für LE untersucht (Nitsch et al., 2004; Schwab et al., 
2009), es ist jedoch nicht geklärt, ob diese im Zusammenhang mit Übererregbarkeit des 
Netzwerks stehen. Der bedeutende Zusammenhang zwischen T-Lymphozyten und An-
fällen in verschiedenen inflammatorischen und neurodegenerativen Erkrankungen 
(Saresella et al., 2010; Vincent und Crino, 2011), macht es notwendig, die Signalwege 




Die bisherige antiinflammatorische Therapie der LE zeigt zwar antiepileptogene, -kon-
vulsive und gedächtnisfördernde Effekte, aufgrund der ausgeprägten Neben-wirkungen 
ist diese jedoch nur bedingt einsetzbar (Bien und Elger, 2007; Kroll-Seger et al., 2009). 
Im Rahmen dieser Dissertation wird ein Tiermodell zur Untersuchung der limbischen 
Enzephalitis und deren Auswirkung auf das neuronale Netzwerk entwickelt. Anhand 
dieses Tiermodells sollen neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie der LE gewonnen 
werden. Die Entschlüsselung der Mechanismen, die der LE zugrunde liegen, kann eine 
Grundlage zur Entwicklung spezifischer nebenwirkungsarmer anti-epileptogener 
Therapien liefern. 
 
2.2 Anatomie des Hippokampus 
 
Der Hippokampus liegt, eingebettet in den Gyrus parahippocampalis, im medialen 
Temporallappen. Anterior des Hippokampus befindet sich die Amygdala, nach posterior 
wird er durch das Splenium des Corpus callosum begrenzt. Er wölbt sich in die untere 




Abb. 1: Regionen des humanen Hippokampus 
Der Hippokampus besteht aus Cornu ammonis (CA), Gyrus dentatus (GD) und Subicu-
lum (Sbc). Der Entorhinale kortex (EC) ist eine Hippokampus, assoziierte Struktur (aus 






Der Hippokampus besteht aus den Regionen Cornu ammonis (CA), gyrus dentatus (GD) 
und Subiculum (Sbc). Diverse Strukturen (Entorhinaler Kortex (EC), indusium griseum, 
nuclei septales u.v.m.) sind mit dem Hippokampus assoziiert. Die unterschiedlichen Re-
gionen des Hippokampus sind aus phylogenetisch altem drei-schichtigem Archikortex 
aufgebaut (Patestas und Gartner, 2010). 
1) Cornu ammonis (CA): Das CA gliedert sich in verschiedene Regionen (CA1-CA3, 
beim Menschen -CA4). Die CA1-Region liegt proximal des Sbc, während sich CA3 (bzw. 
CA4) in einer als Hilus bezeichneten Region mit dem GD vermischt. Die am tiefsten ge-
legene Schicht des CA (Stratum radiatum) besteht aus Dendritenbäumen und 
Axonkollateralen von Pyramidenzellen des CA, sowie aus Axonen des Tractus perforans 
(TP) aus dem EC. Die mittlere Schicht des CA beherbergt die Somata von Pyramiden-
zellen, deren Axone wiederum den Hauptanteil an der obersten Schicht des CA (Stra-
tum oriens) haben. Die Axone der Pyramidenzellen gelangen über nachgeschaltete 
Strukturen (Alveus, Fimbra, Fornix) zu unterschiedlichen Hirnregionen. Sogenannte 
Schaffer-Kollateralen der Pyramidenzellaxone von CA3 ziehen zu CA1 und bilden dort 
Synapsen mit Dendriten anderer Pyramidenzellen (Vago und Kesner, 2008). 
2) Gyrus dentatus: Der GD gibt seine Efferenzen ausschließlich an Regionen des Hippo-
kampus weiter. Die äußerste molekulare Schicht des GD (Str. mol. GD) besteht aus 
Dendriten von Körnerzellen, die Synapsen mit Axonen des TP aus dem EC bilden. In 
der Körnerzellschicht liegen die Somata der Körnerzellen, deren Axone als Moosfasern 
Synapsen mit Pyramidenzellen des CA ausbilden und Kollateralen mit Dendriten ande-
rer Körnerzellen im Str. mol. GD bilden. In der innersten polymorphen Schicht des GD 
finden sich, neben den angesprochenen Axonen, hauptsächlich Interneurone (Patestas 
und Gartner, 2010). 
3) Das Subiculum bildet eine Transitionszone zwischen Hippokampus und Parahippo-
kampus von dreischichtigen Archikortex hin zu höher strukturiertem sechsschichtigen 
Neokortex. Das Sbc erhält Afferenzen von Pyramidenzellen des CA und entsendet Effe-
renzen über die Fornix zu den Corpora mammilaria des Hypothalamus und den Nuclei 
anteriores thalami (Patestas und Gartner, 2010). 
Der Entorhinale Kortex (Brodmann-Areal 28), erhält sowohl die Afferenzen verschiede-
ner Hirnregionen, als auch Informationen aus dem Hippokampus. Er ist aus sechs-




put an den Hippokampus (Steward und Scoville, 1976). Schicht II besteht hauptsächlich 
aus Stern- und Pyramidenzellen, die zum GD und CA3 projizieren (Klink und Alonso, 
1997). Schicht III besteht in erster Linie aus Pyramidenzellen, die zum CA1 und dem 
Sbc projizieren (Hjorth-Simonsen und Jeune, 1972). Die Lamina dissecans bezeichnete 
zellarme Schicht IV trennt die Neurone der oberflächlichen und tiefen Schichten vonei-
nander (Chrobak et al., 2000). Die tiefen Schichten V und VI des EC fungieren als 
hauptsächliche Empfänger hippokampaler Informationen und projizieren zu verschiede-
nen Hirnregionen (Suzuki und Amaral, 1994). Darüber hinaus projizieren einige Neurone 
der tiefen Schichten intralaminal zu Neuronen der oberflächlichen Schichten des EC 
(Kohler, 1986 und 1988). 
 
2.3 Intrinsischer Schaltkreis des Hippokampus 
 
Betrachtet man den Hippokampus in einem „black-box“-Modell, lässt sich vereinfacht 
sagen, dass Informationen aus dem Neokortex in den Hippokampus eingeschleust und 




Abb. 2: „black-box“-Modell des Hippokampus 
Die Hippokampusregion empfängt und sendet Informationen aus verschiedenen und an 







Das vorherrschende Modell, nachdem der intrinsische Schaltkreis des Hippokampus 
beschrieben wird, ist der „Trisynaptische-Bogen“. In diesem Modell fungiert der EC als 
Schaltstelle für eingehende und ausgehende Informationen des Hippokampus. Als ers-
ter Schritt werden in den EC eingehende Informationen über den tractus perforans an 
den GD weitergeleitet. Von dort aus leiten sog. Moosfasern Informationen an CA3. CA3 
ist über die Schaffer-Kollateralen mit CA1 verbunden, die wiederum über einen optiona-
len Zwischenschritt über das Sbc zum EC projizieren, womit sich der intrinsische Schalt-
kreis schließt. Vom EC aus werden Efferenzen an verschiedene Gehirnregionen weiter-
geleitet (Maier et al., 2013). 
 
Abb. 3: Trisynaptischer Bogen des Hippocampus 
Der Entorhinale Kortex (EC) fungiert als Schnittstelle zwischen neokortikalen Hirnregio-
nen und dem Hippokampus. Er erhält aus beiden Anteilen sowohl Input- als auch Out-
put-Informationen. Über den Tractus perforans (grüner Pfeil) gelangen Informationen in 
die Regionen des Hippokampus. Trisynaptischer Bogen: Moosfasern (blauer Pfeil), 
Schaffer-Kollateralen (oranger Pfeil), Projektion des CA1 und des Subiculums (Sbc) zum 
Entorhinalen Kortex (EC) (rote Pfeile). Es besteht eine optionale Schaltstelle zwischen 





Eine differenziertere Beschreibung des intrinsischen Schaltkreises lässt die Komplexität 
der Hippokampusregion erahnen: 
Wie oben beschrieben besteht der EC aus sechsschichtigem Isokortex. Die oberflächli-
chen Schichten des EC (I-III) sind der Ausgangspunkt des Informationsflusses. Neurone 
der Schicht II projizieren zum GD und CA3, wobei laterale gelegene Neurone der 
Schicht II zum oberen Drittel des Str. mol. von GD und zu tiefen Schichten von CA3 pro-
jizieren und medial gelegene Neurone der Schicht II zum unteren Drittel des Str. mol. 
des GD und oberflächlichen Schichten von CA3 projizieren (Sporns und Tononi, 2007). 
Neurone der Schicht III finden ihre Zielregionen in CA1 und dem Sbc. Medial gelegene 
Neurone der Schicht II projizieren an die proximale CA1 sowie distale Region des Sbc, 
wohingegen lateral gelegene Neurone der Schicht II zu distalen CA1 und proximalen 
Regionen des Sbc projizieren (Baks-Te-Bulte et al., 2005). Alle diese Verbindungen zwi-
schen dem EC und Regionen des Hippokampus bilden zusammen den Tractus Per-
forans (Strien et al., 2009). 
Innerhalb der Hippokampusregion startet der intrinsische Schaltkreis mit der Projektion 
des GD über die Moosfasern zu CA3. Als Schaffer-Kollaterale bezeichnete Axone proji-
zieren von CA3 zu CA1 (Strien et al., 2009), wobei die proximal gelegenen CA3 Neu-
rone zum distalen und distal gelegene CA3 Neurone zum proximalen Teil der CA1 Re-
gion projizieren (Ishizuka et al., 1990). Kürzlich wurde ein weiterer Zwischenschritt von 
CA3 und CA1 über CA2 beschrieben (Chevaleyre et al., 2010). Der nächsten Schritt des 
intrinsischen Schaltkreises ist die Projektion der CA1-Pyramidenzellen zum Sbc, wobei 
der proximale CA1 Bereich zur distalen und der distale CA1 Bereich zur proximalen Re-
gion des Sbc projiziert (Naber et al., 2001). 
Der letzte Schritt des intrinsischen Schaltkreises verbindet die Hippokampusregion wie-
der mit dem EC. Der hippokampale Output wird von CA1 und dem Subiculum an die 
medial und lateral gelegenen tiefen Schichten (V, VI) des EC geleitet (Strien et al., 
2009). 
Aus den tiefen Schichten des EC gelangen Informationen wiederum an weitere Teile 





Abb. 4: Intrinsischer Schaltkreis des Hippokampus 
Der Entorhinale Kortex (EC) liefert den Hauptinput des hippokampalen Schaltkreises. 
Aus den medialen und lateren Anteilen der Schichten II und III gelangen Informationen 
über den Tractus Perforans (grüne Pfeile) in unterschiedliche Schichten und Abschnitte 
des Gyrus Dentatus (GD), Cornu Ammonis (CA) und des Subiculums (Sbc). Der GD 
projiziert über Moosfasern (blauer Pfeil) nach CA3. Die Schaffer-Kollateralen (orangene 
Pfeile) verbinden CA3 mit CA1. Über einen optionalen Zwischenschritt über das Sbc 
(violette Pfeile) gelangt der Output der Hippokampus-Region von CA1 und dem Sbc zu 
den Schichten V und VI des Entorhinalen Kortex.  
polymorph.=polymorphe Schicht, körn.=Körnerzellschicht, mol.=Stratum moleculare, 







2.4 Funktionen des Hippokampus 
 
Lernen beschreibt den Vorgang neues Wissen zu erwerben. Die Funktion des Gedächt-
nisses ist es, erlerntes Wissen zu speichern und abzurufen. Das Gedächtnis lässt sich 
zeitlich wie folgt einteilen: 1) sensorisches Gedächtnis, 2) Kurzzeitgedächtnis, 3) Lang-
zeitgedächtnis. Das sensorische Gedächtnis hat eine hohe Kapazität und dient dazu, 
aktuelle Sinnesinformationen und Erfahrungen für wenige Sekunden zu speichern. Es 
integriert alle aktuellen Ereignisse und bietet damit die Grundlage, um Aufmerksamkeits-
systeme zu aktivieren und Ereignisse ihrer Wichtigkeit nach zu selektieren. Das Kurz-
zeitgedächtnis hat eine begrenzte Kapazität. Es stellt die Verbindung der Gegenwart mit 
der unmittelbaren Vergangenheit dar. Über eine Dauer von Sekunden bis Minuten dient 
es als eine Art Arbeitsspeicher, um auf aktuelle Geschehnisse reagieren und jüngste Er-
fahrungen kategorisieren zu können. Das Langzeitgedächtnis ist ein Speichersystem 
von großer Kapazität. In ihm werden Informationen über die Dauer von Stunden bis hin 
zur gesamten Lebenszeit gespeichert. Für den als Konsolidierung bezeichneten Pro-
zess, neue Informationen im Langzeitgedächtnis abzuspeichern, ist der Hippokampus 
von essentieller Bedeutung (Pape et al., 2010) 
Erkrankungen, welche die Hippokampus-Region betreffen, führen regelhaft zur 
Beeinträchtigung der expliziten Gedächtnisleistung. Ein berühmtes Beispiel, welches die 
Wichtigkeit des Hippokampus für die Konsolidierung des Gedächtnisses belegt, ist die 
Krankengeschichte des in der Fachliteratur H.M. genannten Patienten. Diesem wurden 
mit der therapeutischen Absicht, ihn von epileptischen Anfällen zu kurieren, beide Hip-
pokampi entnommen, woraufhin er die Fähigkeit verlor, Informationen ins Langzeitge-
dächtnis zu transferieren (Scoville und Milner, 1957). Wie an voriger Stelle bereits be-
schrieben, zeigen auch Patienten mit limbischer Enzephalitis Defizite im Bereich der 
Gedächtnisleistung (Vincent et al, 2011). 
Die zellulären Mechanismen, welche für die Konsolidierung angenommen werden, wur-
den in allen Abschnitten der hippokampalen Schaltkreise beschrieben: Langzeitpoten-
zierung (LTP) und Langzeitdepression (LTD) (Bliss und Lomo, 1973; Bliss und Gardner-
Medwin, 1973; McNaughton et al., 1986; Morris et al., 1990). Diese Vorgänge beschrei-
ben synaptische Plastizität, also die adaptive Anpassung synaptischer Prozesse in Ab-




Demnach verstärkt oder verringert sich die Reaktion eines Zielneurons in Form eines 
postsynaptischen Potentials abhängig von der Form der eingehenden Signale. Wird ein 
Neuron beispielsweise wiederholt mit gleichbleibender Intensität aktiviert, so bildet es, 
entsprechend der konstanten synaptischen Übertragungsstärke, postsynaptische Po-
tentiale konstanter Amplituden aus. Erhöht oder verringert sich nun die synaptisch 
Übertragungsstärke auf das Neuron für eine kurze Zeit besonders stark, so werden 
nachfolgende einzelne Aktivierungen mit signifikant höheren oder tieferen postsynapti-
schen Potentialen beantwortet. Dieser Zustand kann Stunden bis Wochen anhalten. 
Man spricht in diesem Fall von Langzeitpotenzierung bzw. Langzeitdepression der sy-
naptischen Übertragung (Pape et al., 2010). 
 
2.5 Lokale Feldpotentiale als Taktgeber hippokampaler Mechanismen 
 
Neuronale Aktivität verursacht transmembranäre Ionenströme. Diese können im Extra-
zellularraum als lokale Feldpotentiale registriert werden. Am extrazellulären Feld sind 
dabei alle Prozesse beteiligt, in denen Ionenbewegungen stattfinden. Somit liefert die 
Ableitung lokaler Feldpotentiale ein Integral der neuronalen Aktivität, dessen Form, 
Amplitude und Frequenz vom proportionalen Beitrag der verschiedenen Quellen und 
verschiedenen Eigenschaften des Gehirngewebes abhängt (Buzsaki et al., 2012). 
Synchrone Entladungen von Neuronenverbänden führen zu bestimmten Mustern lokaler 
Feldpotentiale. Diese Synchronisierung dient dabei der Rekrutierung verschiedener 
Neurone zu einer funktionellen Einheit. Je nachdem welche Neurone an welcher Art von 
Muster beteiligt sind, lassen sich beliebig viele funktionelle Gruppen für unterschiedliche 
Prozesse rekrutieren (Pape, 2010). 
Im Hippokampus von Nagetieren werden maßgeblich vier verschiedene Muster lokaler 
Feldpotentiale beschrieben, die in jeweils unterschiedlichen Aktivitätszuständen auftre-
ten und sich gegenseitig beeinflussen: Während Bewegung und in REM-Schlafphasen 
wurden Oszillationen im Theta-Band (5-12 Hz) (Whishaw und Vanderwolf, 1973) be-
schrieben, welche von schnelleren Oszillationen im Gamma-Band (30-80 Hz) überlagert 
sind (Maier, 2013), deren Amplituden in Abhängigkeit zur Theta-Aktivität stehen (Bragin 




In Ruhephasen und während orthodoxen Schlafs wurden sogenannte „Sharp-Wave-
Komplexe“ beobachtet. Dies sind kurze Entladungen des Netzwerks aufgrund starker 
synaptischer Aktivität, die entlang des intrinsischen hippokampalen Schaltkreises (siehe 
Kapitel 2.3.) propagieren und mit Phasen hochfrequenter Oszillationen (140-210 Hz) 
assoziiert sind (Maier, 2013). Diese Oszillationen wurden von O’Keefe und Nadel (1978) 
als „Ripples“ terminiert und spielen eine entscheidende Rolle in der Generierung des 




Theta-Oszillationen repräsentieren einen Aktivzustand des Hippokampus. Die extrazel-
lulären Ströme, die der Entstehung von Theta-Oszillationen zugrunde liegen, werden 
maßgeblich im EC, CA3 (Schaffer-) Kollateralen und durch spannungsabhängige Ca2+-
Ströme in Dendriten von Pyramidenzellen generiert. Durch Theta-Oszillationen werden 
neuronale Funktionsgruppen gebildet, die für unterschiedliche Aufgaben verantwortlich 
sind. Da Theta-Oszillationen nicht nur in der Hippokampusregion, sondern synchron in 
verschiedenen Regionen des limbischen Systems detektiert werden können, sollte man 
präziser von „limbischen Theta-Oszillationen“, als von hippokampalen Theta-Oszillatio-
nen sprechen. Durch Rekrutierung unterschiedlicher Neuronengruppen generieren 
Theta-Oszillationen ein funktionelles Makrosystem, welches im Sinne der Hebb‘schen 
Regel zeitlich präzisiert auf nachgeschaltete Neuronen einwirkt und so zur Gedächtnis-
konsolidierung beiträgt (Buzsaki, 2002). 
 
2.5.2 Gamma-Oszillationen 
Als weiterer Synchronisierungsmechanismus des Hippokampus während Aufmerksam-
keitszuständen fungieren Gamma-Oszillationen. Wegen ihrer relativ höheren Frequenz 
sind sie ideal für Vorgänge geeignet, deren Zeitskala über dem Bereich der bewussten 
Wahrnehmung liegen. Gamma-Oszillationen werden als Grundlage wesentlicher Hippo-
kampusfunktionen wie der schnellen Differenzierung eingehender Informationen, des 
Zusammenführens verschiedener Neuronen zu funktionellen Gruppen, des Abrufens 
von Informationen, um erlernte Fähigkeiten auszuüben und der Auswahl, welcher As-




Im Gegensatz zu Theta-Rhythmen, die sich zeitlich relativ stabil verhalten, treten 
Gamma-Oszillationen in Salven auf, die zeitlich an die Oszillationen des Theta-Bandes, 
sowie in ihrem Auftreten an eingehende sensorische Informationen der Umgebung 
adaptiert sind. Der Annahme folgend, dass Theta-Oszillationen Neurone zu funktionellen 
Gruppen zusammenführen, dienen Gamma-Oszillationen vermutlich der Feinabstim-




Sharp-Wave-Ripples (SWR) werden vornehmlich während Immobilitätszuständen beo-
bachtet, wobei es zusätzliche Vermutungen über die Funktion von SWR während Auf-
merksamkeitszuständen gibt (Csicsvari und Dupret, 2012). SWR wird eine zentrale 
Rolle in der Konsolidierung des Gedächtnisses während des Schlafs im Hippokampus 
zugesprochen (Marr, 1971). Wie in Kapitel 2.4 beschrieben, ist es eine zentrale Funktion 
des Hippokampus, Inhalte vom Kurz- ins Langzeitgedächtnis zu übertragen. Da wäh-
rend SWR eine Vielzahl von Neuronen synchron aktiv ist, werden sie als geeigneter Zu-
stand angenommen, um Gedächtnisspuren an extra-hippokampale Kortexareale zu 
transferieren (Buzsaki, 1989; McClelland et al., 1995). Als Gedächtnisspur werden vo-
rige Prozesse neuronaler Aktivität angesehen, welche während SWR reaktiviert werden 
(O`Neill et al., 2006; Wilson und McNaughton 1994). Als Beleg für diese Funktion der 
SWR gelten Experimente, in denen Schlafphasen während SWR-Episoden unterbro-
chen wurden, was in der Folge zur Beeinflussung der Gedächtnisleistung führte 

















Alle experimentellen Verfahren wurden in Übereinstimmung mit den institutionellen Tier-




Es wurden zwei verschiedene Versuchsabläufe durchgeführt. In jedem Ablauf wurden 
verschiedene Aspekte neuronaler Netzwerke untersucht. 
Beiden Versuchsgruppen sind die Injektionen des AAV-Syn-OVA-IRES-Venus-Virus 
sowie die Auslösung der Entzündungsreaktion durch Injektion von ovalbuminspezifi-
schen T-Lymphozyten (OT-Lymphozyten) gemeinsam. 
Die stereotaktischen Injektionen sowie die Implantationen der hippokampalen Feldpo-
tentialelektroden und kranialen Hippokampusfenster wurden von Dipl. Biol. Falko Fuhr-
mann durchgeführt. 
 
Die erste Gruppe von Versuchstieren wurde elektrophysiologischen Messungen unter-
zogen (siehe Tab. 1). 
 






Schritte  Experiment  
1 stereotaktische Injektion von AAV-Syn-OVA-IRES-Venus (Virus) 
2 Implantation hippokampaler Feldpotentialelektroden 
3 stereotaktische Injektion von OT-I & -II-Zellen 
4 Ableitung lokaler Feldpotentiale des Hippokampus 




Die zweite Gruppe von Versuchstieren wurde Ca2+-Imaging-Messungen unterzogen 
(siehe Tab. 2). 
 
Tab. 2: Schrittweiser Arbeitsablauf des Ca2+-Imaging 
Schritte Experiment 
1a stereotaktische Injektion von AAV-Syn-OVA-IRES-Venus (Vi-
rus) 
1b stereotaktische Injektion von AAV1.hSyn.GCaMP5G(GCaMP-
T302L.R303P.D380Y).WPRE.SV40 (Ca2+-Indikator) 
2 Implantation kranialer Fenster 
3 stereotaktische Injektion von OT-I & -II-Zellen 
4a Zwei-Photonen Ca2+-Imaging 
5 Ca2+-Imaging Datenanalyse 
 
3.1.2 Stereotaktische Injektion 
 
Mittels stereotaktischer Injektionen wurden die viralen Vektoren AAV-Syn-OVA-IRES-
Venus und AAV1.hSyn.GCaMP5G(GCaMP-T302L.R303P.D380Y).WPRE.SV40 sowie 
OT-Lymphozyten in die Hippokampus-Region der Versuchstiere eingebracht. 
Die Injektionen liefen nach folgendem Protokoll ab: 
Die Versuchstiere erhielten ca. 30 min präoperativ zur Analgesie 5 mg/kg KM Ke-
toprofen, s. c., und Buprenorphin (0,05 mg/kg KM s. c, verdünnt in A. ad inject., Volu-
men: 100 µl/20 g Maus). Zusätzlich wurde während der Injektion viraler Vektoren eine 
Xylazin/Ketamin-Narkose (16 mg/kg KM Xylazin und 100 mg/kg KM Ketamin i.p., ver-
dünnt mit A. ad inj., Volumen: 100 µl/20 g Maus) durchgeführt. In tiefer Anästhesie wur-
den die Tiere in einen Rahmen eingespannt, welcher den Kopf fixierte, und auf eine sich 
selbst regulierende Wärmeplatte gelegt. 
Die Kopfhaut der Tiere wurde rasiert und auf einer Länge von ca. 5 mm eröffnet, an-
schließend wurde das Periost entfernt. Anhand des Bregmas wurde die Injektionsstelle 
aufgesucht. An der entsprechenden Stelle (für Koordinaten siehe Tab. 3) wurde ein ca. 
0,5 mm großes Loch in den Schädel gebohrt und die Kanüle der Injektionsapparatur zur 
stereotaktischen Zielposition geführt. 
Sobald die entsprechenden Koordinaten erreicht waren, wurde über einen Zeitraum von 




Verweildauer von weiteren fünf Minuten wurde die Kanüle zurückgezogen. Anschlie-
ßend erfolgte die Hautnaht. 
Postoperativ erhielten die Tiere Ketoprofen 1x tägl. und Buprenorphin 2 x tägl. in oben 




































































































Tab. 3: Parameter der stereotaktischen Injektionen 
Parameter Konfiguration 
Position ausgehend vom Bregma nach rechts lateral 2000 µm 
Position ausgehend vom Bregma nach kaudal 2300 µm 
Position ausgehend vom Bregma nach ventral 1400 µm 
Neigungswinkel Einstichkanüle senkrecht zum Bregma 10 ° nach re. lateral 
Injektionsvolumen OVA-Virus Lösung 1 µl 
Injektionsvolumen GCamP5 Lösung 1 µl 
Injektionsvolumen OT-Zell Lösung 1 µl, entspricht  
~50.000 Zellen 
 
3.1.2.1 Virale Vektoren 
 
Viraler Gentransfer bietet die Möglichkeit, DNA in Neurone lebender Organismen zu 
transferieren. Ein viraler Vektor ist ein winziges Partikel, das sich an Zellen heftet und 
genetisches Material in diese injiziert. In der Natur codiert das virale genetische Material 
für Proteine, die nötig sind, um weitere virale Vektoren zu produzieren. Auf diese Weise 
werden die infizierten Zellen des Wirtsorganismus zu Produzenten weiterer viraler Vek-
toren. Unter Laborbedingungen wurden virale Vektoren dahingehend verändert, dass 
die von ihnen injizierte DNA nicht für zur Virenreplikation nötige Proteine codiert, son-
dern durch artifizielle DNA ausgetauscht wurde. Dadurch liefern virale Vektoren ein Ex-
pressionsprodukt an Zellen ohne diese zur Produktion von Virusproteinen zu zwingen. 
Der Prozess nicht-replikationsfähige virale Vektoren zum Transfer fremder DNA in Ziel-
zellen wird als Transduktion bezeichnet. Adeno-assoziierte virale Vektoren (AAV) sind 
von Natur aus replikationsdefizient und benötigen daher ein Helfervirus zur Replikation. 
Dies macht sie als Vektor künstlicher DNA besonders sicher. AAV können sowohl tei-
lungsfähige als auch postmitotische Zellen infizieren und integrieren ihre DNA ins Ge-














Abb. 6: Vektorkarte des AAV-Syn-OVA-IRES-Venus 
Es handelt sich um einen Adeno-assoziierten-viralen-vektor (AAV), dessen Abschnitte 
für einen neuronen-spezifischen Promotor (Syn), einen Hauptbestandteil des Hühnerei-
weißes (Ovalbumin) sowie eine ribosomale Eintrittsstelle (IRES) und eine Fluorophore 
(Venus) codieren. 
 
Dieser virale Vektor codiert für verschiedene Proteine: 
- hSynapsin 1 Promotor (Syn): Dieser Promotor richtet die transgene Expression 
spezifisch auf Neurone (Kügler et al., 2003). 
- Ovalbumin (OVA): Dieses Protein ist der Hauptbestandteil des Hühnereiweißes 
und stellt ein Antigen dar, das als Zielstruktur für Ovalbumin-spezifische T-Zellen 
(OT-Zellen) fungiert (Clarke et al., 2000). 
- Interne ribosomale Eintrittsstelle, (engl. Internal Ribosomal Entry Site=IRES): Ein 
RNA-Abschnitt, der die Bindung von Ribosomen und damit die Synthese der co-
dierten Proteine unabhängig von zellulären Initiationsfaktoren ermöglicht 
(Thompson, 2012). 
- Venus: eine Variante des yellow fluorescent protein (YFP), welches wiederum 




sich fluoreszenzmikroskopisch darstellen und dient so als Reporter der Expres-




Dieser virale Vektor codiert als wesentliches Expressionsprodukt für den Ca2+-Indikator 
GCaMP5. 
Mithilfe von Ca2+-Indikatoren lassen sich Änderungen der Ca2+-Konzentration in Zellen 
darstellen, indem durch Interaktion von Ionen und Indikator Fluoreszenz erzeugt wird, 
welche wiederum fluoreszenzmikroskopisch erfasst werden kann. 
Als Ca2+-Indikator werden sogenannte chimäre Proteine verwendet. Dies sind aus meh-
reren unterschiedlichen Proteinen zusammengesetzte Konstrukte, welche die unter-
schiedlichen Eigenschaften ihrer Bestandteile miteinander fusionieren. 
Der verwendete Ca2+-Indikator GCamP-5 besteht aus den folgenden drei Proteinen: 
1) zirkulär permutiertem grün fluoreszierendem Protein (cpGFP): ein Protein, dass 
bei Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht grün fluoresziert. 
2) Calmodulin (CaM): ein Calcium-bindendes Protein. 
3) Peptid M13 (M13): ein Peptidabschnitt der Myosinleichtkettenkinase, der als 
Zielsequenz des CaM fungiert. (Akerboom et al., 2009) 
 
In Abwesenheit von Ca2+ binden die CaM und die M13 Strukturen aneinander. Steigt die 
Konzentration von Ca2+ in der Umgebung des GCamP5 an, erhöht sich die Wahrschein-
lichkeit dafür, dass Ca2+ an CaM bindet. Durch diese Interaktion ändert sich aufgrund 
der veränderten Konformation von CaM und M13 zueinander auch die Konformation des 






Abb. 7: Schema der Konformationsänderung des GCamP5 
Durch die Bindung von Ca2+ an CaM ändert sich die Konformation des Ca2+-Indikators, 
wodurch die Fluoreszenzintensität des cpGFP ansteigt. 
CaM=Calmoculin, M13=Peptid 13, cpGFP=zirkulär permutiertes grün fluoreszierendes 
Protein  
 
3.1.2.2 Ovalbuminspezifische T-Lymphozyten 
 
Die Injektion einer Kombination aus OVA-spezifischen CD8+ zytotoxischen Lymphozy-
ten (OT-I-Zellen) und CD4+ T-Helferzellen (OT-II-Zellen) dient der Induktion einer Ent-
zündungsreaktion im Hippokampus der Versuchstiere (Kurts et al., 1997). 
 
3.1.3 Implantation hippokampaler Feldpotentialelektroden 
 
Die Versuchstiere erhielten ca. 30 min präoperativ zur Analgesie 5 mg/kg KM Ke-
toprofen, s.c., und Buprenorphin (0,05 mg/kg KM s.c, verdünnt in A. ad inject., Volumen: 
100 µl/20g Maus). Zusätzlich wurde intraoperativ eine Xylazin/Ketamin Narkose (16 
mg/kg KM Xylazin und 100 mg/kg KM Ketamin i.p., verdünnt mit A. ad inj., Volumen: 100 
µl/20 g Maus) durchgeführt. In tiefer Anästhesie wurden die Tiere in einen Rahmen ein-
gespannt, welcher den Kopf fixierte und auf eine sich selbst regulierende Wärmeplatte 
gelegt. 
Monopolare Feldpotentialelektroden wurden im Stratum radiatum der rechten 
Hippokampusregion implantiert (2,3 mm kaudal, 2 mm rechts lateral und 1,6 mm ventral, 




Um die Versuchstiere zur Vorbereitung auf die elektrophysiologischen Messungen fest-
halten zu können wurde eine temporäre Kopffixierungsleiste angebracht. Alle Implantate 
wurden mit Zahnacryl befestigt. 
Postoperativ erhielten die Tiere Ketoprofen 1x tägl. und Buprenorphin 2x tägl. in oben 
genannter Dosierung über drei Tage. In den folgenden zwei Wochen wurden die Mäuse 
zur Regeneration einzeln in ihren Heimkäfigen gehalten. 
 
3.1.4 Ableitung lokaler Feldpotentiale 
 
Die Versuchstiere wurden mit den in den Hippokampus implantieren Elektroden (MS 
303/3-AIU/Spc, Plastics one, Roanoke, Virginia, USA) über ein Kabel (Bipolare Kabel für 
Plastics one 303 Elektroden, npi electronic, Tamm) mit einem elektrophysiologischen 
Setup verbunden. Dieses bestand aus einer Miniheadstage (EXT Miniheadstage, npi 
electronic, Tamm), die das aufgenommene Signal an einen Operationsverstärker (EXT-
02F/2 Extrazellular-Verstärker, npi electronic, Tamm) weiterleitete. Dieser verstärkte das 
Signal zweihundertfach und filterte es in einem Bereich von 3-500 Hz Bandpass. Außer-
dem wurde im Bereich des Netzrauschens (50 Hz) eine Rauschminimierung durchge-
führt („Hum Bug” Noise Eliminator, science products, Hofheim). Anschließend wurde das 
Signal durch einen analog/digital-Wandler (Mini-Digi 1B, Molecular Devices, Sunnyvale, 
USA) konvertiert und an einen Computer mit der Aufnahmesoftware pCLAMP 10 
(pCLAMP 10 Electrophysiology Data Acquisition and Analysis Software Molecular De-
vices, Sunnyvale, Kalifornien, USA) weitergeleitet. 
Während der Messungen wurden die Versuchstiere einzeln in ihren Heimkäfigen gehal-
ten. Diese wurden auf einem schwingungsgedämpften Tisch im Innenraum eines Fara-
day’schen Käfigs platziert, welcher aus einem zu fünf Seiten geschlossenem Quader 
aus Metall, sowie einer aufschiebbaren Doppeltür aus demselben Material an der Vor-
derseite bestand. 
Die Innenseite des Käfigs war mit Noppen-Schaumstoffmatten ausgekleidet, um auch 






Abb. 8: Schaltskizze des elektrophysiologischen Setups 
Mittels einer Hippokampus-Elektrode wird das Signal über eine Miniheadstage an einen 
Operationsverstärker weitergeleitet. Dieser verstärkt das Signal zweihundertfach und 
filtert es in einem Bereich von 3-500 Hz Bandpass. Außerdem wird im Bereich des Netz-
rauschens (50 Hz) eine Rauschminimierung durchgeführt (Noise-Eliminator). Anschlie-
ßend wird das Signal durch einen analog/digital-Wandler konvertiert und an einen Com-
puter weitergeleitet. 
 
Die Experimente wurden nach einem festen Zeitplan in Bezug auf die Injektion der T-
Lymphozyten durchgeführt. 
An zwei aufeinanderfolgenden Tagen unmittelbar vor der Injektion wurden lokale Feld-
potentiale aufgenommen, um eine Baseline der neuronalen Aktivität zu registrieren. 
Die weiteren Aufnahmen fanden am ersten, zweiten, dritten, siebten zehnten und 14. 




Jede Aufnahme dauerte 30 Minuten in denen sich die Versuchstiere frei in ihren Heim-
käfigen bewegen konnten. Durch den Versuchsaufbau wurde eine dunkle und ge-
räuscharme Umgebung geschaffen. 
 
3.1.5 Elektrophysiologische Datenanalyse 
 
Die elektrophysiologischen Daten wurden mit pCLAMP 10-Software aufgenommen und 
mit Matlab R2014b-Software, sowie Prism 6-Software analysiert. Zur Analyse der Theta- 
und Gamma-Frequenzbänder wurden Frequenzbereiche von 5-12 Hz bzw. 30-80 Hz 
definiert und die Stärke des jeweiligen Frequenzbandes aus den Mittelwerten der ent-
sprechenden Amplituden errechnet. Die Maximalwerte der Amplituden wurden als 
„Peak“ des Frequenzbandes festgelegt, außerdem wurde analysiert, bei welcher Fre-
quenz dieser Peak stattfand. 
Zur Analyse von Sharp Waves (SWS) wurden die LFP-Signale in einem Frequenzbe-
reich von 5-30 Hz Bandpass gefiltert. Als Sharp-Wave-Komplexe wurden Oszillationen 
definiert, deren Amplituden über der dreifachen Standardabweichung des LFP-Signals 
lagen, sowie eine Dauer von 10 ms überschritten. 
Zur Analyse von Ripple-Oszillationen wurden die LFP-Signale in einem Frequenzbereich 
von 140-210 Hz Bandpass gefiltert. Als Ripple Komplexe wurden Oszillationen definiert, 
deren Amplituden über der zweifachen Standardabweichung des LFP-Signals lagen so-
wie eine Dauer von 40 ms überschritten. 
Als Sharp-Wave-Ripple-Komplexe wurden diejenigen Abschnitte definiert, an denen 












Abb. 9: Exemplarische Darstellung der Anteile von SWR 
A) ungefiltertes LFP-Signal. 2,5 Sekunden langer Ausschnitt aus einer LFP-Aufnahme. 
B) SWS. 5-30 Hz Bandpass gefiltertes Signal aus der LFP-Aufnahme von A). Es sind 
drei SWS mit relativ großen Amplituden zu erkennen. 
C) Ripple-Oszillationen. 140-210 Hz Bandpass gefiltertes Signal aus der LFP Aufnahme 
von A). Es sind vier Ripple-Oszillationen von großer Amplitude in Assoziation mit den 








Abb. 10: Exemplarische Darstellung des Theta- und Gamma-Frequenzbandes 
A) Ungefilterter LFP-Signal. 2,5 Sekunden langer Ausschnitt aus einer LFP-Aufnahme 
B) Theta-Frequenzband (5-12 Hz) Bandpass gefiltert aus dem LFP-Signal aus A) 





















3.1.6.1 Implantation der kranialen Hippokampus-Fenster 
 
Um Ca2+-Imaging des Hippokampus wacher Versuchstiere durchzuführen, wurde ein 
Hippokampus-Fenster chirurgisch über der rechten dorsalen Hippokampus-Region 
implantiert. 
Die Versuchstiere erhielten ca. 30 min präoperativ zur Analgesie 5 mg/kg KM Carprofen, 
s. c., und Buprenorphin (0,05 mg/kg KM s.c, verdünnt in A. ad inject., Volumen: 100 µl/ 
20 g Maus), sowie Dexamethason (0,2 mg/kg s.c., verdünnt in A. ad inject., Volumen: 
200 µl/20 g Maus). Zusätzlich wurde intraoperativ eine Xylazin/Ketamin-Narkose (16 
mg/kg KM Xylazin und 100 mg/kg KM Ketamin i.p., verdünnt mit A. ad inj., Volumen: 100 
µl/20 g Maus) durchgeführt. In tiefer Anästhesie wurden die Tiere in einen Rahmen ein-
gespannt, welcher den Kopf fixierte und auf eine sich selbst regulierende Wärmeplatte 
gelegt. 
Nach Eröffnung der Kopfhaut und Entfernung des Periosts wurde ein rundes (ca. 3 mm 
im Durchmesser großes) Stück des Schädels über der Region des Hippocampus vor-
sichtig mittels eines scharfen Bohrers entfernt und die Dura mit einer spitzen Pinzette 
eröffnet. Der Kortex wurde mit einer schwachen Vakuum-Pumpe abgesaugt, bis die 
Capsula externa sichtbar wurde. Blut und aufgewirbeltes Gewebe wurden durch einen 
konstanten Fluss von artifiziellem Liquor cerebrospinales (ACSF) aus dem Operations-
feld gespült. Das Hippokampusfenster wurde mithilfe eines Mikromanipulators einge-
setzt. Während des Absaugens das restliche ACSF wurde das Fenster vorsichtig auf die 
Capsula externa abgesenkt. Durch leichten Druck auf das Fenster wurde dessen Kon-
takt zur Capsula externa gefestigt. Das Hippokampusfenster wurde mit Zahnacryl befes-
tigt und im Gebiet der Kraniotomie versiegelt. Zusätzlich wurde eine kleine Metallstange 
zur Kopffixation paramedian auf dem Schädel implantiert und ebenfalls mit Zahnacryl 
befestigt. 
Postoperativ erhielten die Tiere Ketoprofen 1x tägl. und Buprenorphin 2 x tägl. in oben 
genannter Dosierung über drei Tage. In den folgenden zwei Wochen wurden die Mäuse 









Die Hippokampusfenster bestanden aus einer 1,5 mm langen Edelstahlkanüle mit einem 
Außendurchmesser von 3 mm, einem dazu passenden runden Deckgläschen und einer 
flachen Scheibe zu Befestigung am Manipulator. Das Deckgläschen und die Scheibe 





Zwei-Photonen-Mikroskopie ermöglicht es, biochemische Prozesse auf zellulärer Ebene 
in lebenden Organismen zu beobachten. Die Methode wurde zuerst von Denk et al. 
(1990) beschrieben. 
 
3.1.7.1 Physikalische Grundlagen der Zwei-Photonen-Mikroskopie 
 
Zwei-Photonen-Mikroskopie basiert auf der Absorption zweier Photonen, deren kombi-
nierte Energie Elektronen eines Moleküls in einen angeregten Zustand versetzt. 
Diese Anregung tritt auf, wenn die Energie der absorbierten Photonen dem Energieni-
veau zwischen Grund- und Anregungszustand der Elektronen entspricht. 
Quantenmechanisch regt ein einzelnes Photon die Elektronen auf ein virtuelles Zwi-
schenniveau an. Durch das zweite Photon werden die Elektronen auf das Niveau ihres 
Anregungszustandes gehoben. Hierzu müssen die beiden Photonen extrem zeitnah 
aufeinander (im Bereich einer halben Femtosekunde (fs) = 0,5x10-15 s) folgen, da es 
kein stabiles Zwischenniveau gibt. Das Prinzip dieses Absorptionsvorgangs lässt sich 





Abb. 11: Vereinfachtes Perrin-Jablonski-Schema für 1-, und 2-Photonen-Anregung. So-
bald der angeregte Zustand erreicht wurde, ist die nachfolgende Fluoreszenz-emission 
dieselbe für beide Anregungsmodalitäten. 
 
Aus der Abbildung wird erkenntlich, dass der angeregte Zustand entweder durch ein 
einzelnes hochenergetisches Photon oder zwei weniger energiereiche Photonen erzeugt 
werden kann. Bei der Relaxation der Elektronen in ihren Grundzustand kommt es zur 
Emission von Licht, was man als Lumineszenz bezeichnet (Diaspro et al., 2006). 
Das Prinzip der Zwei-Photonen-Anregung wurde zuerst von Göppert-Mayer (1931) be-
schrieben. 
Durch dieses Prinzip lässt sich die zur Anregung benötigte Energie, für die ultraviolette 
Strahlung nötig wäre, durch weniger energiereiche Infrarotstrahlung erreichen, ohne die 
Nachteile ultravioletter Strahlung (z.B. Polymerisation oder Temperatureffekte) in Kauf 
nehmen zu müssen. Da infrarotes Licht weniger gestreut und absorbiert wird (relativ zu 
ultraviolettem oder sichtbarem Licht), dringt die Strahlung tief in Gewebe ein, was die 
Darstellung von dort befindlichen Strukturen (in bis zu 1000 µm Tiefe) ermöglicht. 
Da, wie bereits beschrieben, zur Erzeugung des Zwei-Photonen-Effektes ein nahezu 
gleichzeitiges Eintreffen zweier Photonen nötig ist, kann Fluoreszenzanregung nur im 
Bereich extrem hoher Photonendichte erzeugt werden. Bereiche, die ober- oder unter-
halb dieses Fokuspunktes liegen, werden nur schwach angeregt. 
Daraus ergeben sich weitere Vorteile für die Anwendung von Zwei-Photonen-Mikrosko-
pie in vivo: Die Phototoxizität sowie das Ausbleichen der Fluorophoren sind auf den Be-
reich des Fokuspunktes beschränkt. Des Weiteren kann die komplette entstehende Flu-
oreszenz zur Bilderzeugung genutzt werden, ohne die Emission aus anderen Ebenen 





Abb. 12: Fokuspunkt des Zwei-Photonen-Strahlengangs 
Durch infrarotes Licht wird in einem sehr kleinen Bereich grüne Fluoreszenz erzeugt. 
Das umgebende Gewebe wird nicht angeregt. 
 
3.1.7.2 Aufbau und Funktionsweise des Mikroskops 
 
Die Menge der pro Fluorophore aufgenommenen Photonen, welche die angesprochene 













Abb. 13:  𝑛𝑎 = Photonen, die pro Laserpuls pro Fluorophore absorbiert werden, 𝜏𝑝 = 
Dauer des Laserpulses, δ = Zwei-Photonen-Absorption der Fluorophore bei der 
Wellenlänge 𝜆, p0 = durchschnittliche Laserintensität, fp = Wiederholungsrate des La-
sers, NA = Numerische Apparatur des Objektivs, h = Planck‘sche Konstante, c = Licht-












Durch einige Besonderheiten im Aufbau eines Zwei-Photonen-Mikroskops lässt sich 
eine sehr hohe Photonendichte erzeugen. 
Grundlegend besteht ein Zwei-Photonen-Mikroskop aus drei Hauptkomponenten: einer 
Anregungslichtquelle, einem Fluoreszenzmikroskop und einem hochsensitivem Detekti-
onssystem. 
Als Lichtquelle dient ein auf einem Titan-Saphire-System basierender Laser. 
Dieses System ist in der Lage, Laserimpulse mit 100 fs Impulsfolge und einer Wieder-
holungsrate von 80 MHz zu erzeugen. Die Bandbreite der Wellenlänge des Anregungs-
lichts beträgt 700-1000 nm. 
Aus oben genannter Gleichung wird ersichtlich, dass bei gleicher durchschnittlicher La-
serintensität und Wiederholungsrate die Photonendichte höher wird, je größer die nume-
rische Apparatur und je geringer die Impulsfolge des Lasers ist. Um diese Möglichkeit zu 
nutzen, wird eine Impulsfolge von 100 fs (10-13 Sekunden) und eine numerischen Appa-
ratur von 0,8 (16x-Objektiv) verwendet. 
 
 
Abb. 14: Schemazeichnung eines Zwei-Photonen-Mikroskops. 





Zum Generieren von Bildern wird das Objekt rasterförmig abgetastet. Dazu wird der 
Strahlengang des Lasers im Zwei-Photonen-Mikroskop durch einen Galvoscanner, ei-
nem von einem Galvanometerantrieb bewegtem Spiegel, justiert. 
Die im Objekt entstehende Fluoreszenz wird vom Objektiv aufgefangen. Da diese eine 
andere Wellenlänge, als das zur Anregung genutzte Licht aufweist, lassen sich die un-
terschiedlichen Lichtarten mittels eines dichroitischen Spiegels auftrennen. Auf diese 
Weise wird nur das vom Objekt emittierte Licht an ein Photonendetektororsystem, in 




Die Zwei-Photonen-Mikroskopie wurde mit einem TrimScope II resonant scanning Mik-
roskop der Firma LaVision BioTec (Bielefeld) durchgeführt, das mit einem Ti:sapphire 
Anregungslaser (Chameleon Ultra II, Coherent, Santa Clara, Kalifornien USA) und ei-
nem 16x Objektive (N16XLWD-PF, Nikon, Düsseldorf) ausgestattet war. 
Der Laser wurde für grüne GCamP5 Fluoreszenzanregung auf eine Wellenlänge von 
920 nm justiert. GCaMP5s Fluoreszenz-Emission wurde mit einem optischen Band-
passfilter isoliert (542/50, Semrock, Rochester, New York USA) und mit einem GaAsP 
Photo-Multiplier (H7422-40, Hamamatsu, Herrsching am Ammersee) detektiert. 
Zur Mikroskopsteuerung und Bildakquisition wurde die Imspector software (LaVision 
BioTec) verwendet. 
Es wurden Bildserien von 2695 Bildern pro Aufnahme mit einer Frequenz von 15,4 
ms/Bild mit 1024×1024 Pixeln (~500×500 μm) Sichtfeld aufgenommen. 
 
3.1.7.4 In-vivo Zwei-Photonen-Ca2+-Imaging 
 
Die Versuchstiere wurden auf einen Styroporball gesetzt, der von einer Gebläsekammer 
in einem Schwebezustand gehalten wurde. Dadurch war der Ball frei beweglich und das 
Versuchstier konnte auf ihm laufen. 
Mit der auf den Schädel geklebten Metallstange wurden die Versuchstiere an einer Hal-
tevorrichtung fixiert, welche eine konstante Position während des Experiments gewähr-




Lage, ihre Körper zu bewegen. Der Kopf der Tiere wurde so unter dem Objektiv positio-





Abb. 15: Schemazeichnung des Versuchsaufbaus. 
Die Versuchstiere wurden auf einem in Schwebe gehaltenen Ball positioniert, sodass sie 
sich frei bewegen konnten. Mit dem Kopf wurden sie an einer speziellen Haltevorrich-








Abb. 16: Detailschema des Versuchsaufbaus 
A) Detailschema des Hippokampusfensters: Nach Eröffnung von Haut und Schädel und 
Entfernung eines Teils der Kortex, wurde oberhalb des Alveus das Hippokampusfenster 
eingesetzt. Auf diese Weise konnte mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie die CA-Region 
untersucht werden. Man beachte die exemplarisch Darstellung eines Ca2+-Transienten. 
B) In vivo Zwei-Photonen-Imaging durch ein Hippokampusfenster. Im Alveus verlaufen 
die Axone der Pyramidenzellen, von dort ausgehend 120 µm nach kaudal sind die So-
mata der Pyramidenzellschicht, weitere 80 µm kaudal einige Dendriten in der molekula-











Die Experimente wurden nach einem festen Zeitplan in Bezug auf die Injektion der T-
Lymphozyten durchgeführt. 
An zwei aufeinanderfolgenden Tagen unmittelbar vor der Injektion wurde eine Baseline 
der Ca2+-Aktivität registriert. 
Die weiteren Imagingsessions fanden am ersten, zweiten, dritten, siebten, zehnten und 
14. Tag nach der Lymphozyteninjektion statt. 
 
 
Abb. 17: Versuchsablauf Ca2+-Imaging 
 
Pro Maus wurden fünf Bildserien von 90 Sekunden Dauer aus jeweils zwei unterschied-
lichen Regionen aufgenommen. In jeder Imagingsession wurde darauf geachtet, mög-
lichst genau die gleichen Regionen aufzufinden. 
 
 






3.1.8 Ca2+-Imaging Datenanalyse 
 
Die Daten des Calcium-Imagings wurden mit Imspector-Software aufgenommen und mit 
matlab R2014b, Fiji, IMARIS sowie Prism 6 analysiert. 
Die Bildserien wurden mit benutzerdefinierten matlab-Algorithmen bearbeitet. Nachdem 
die verschiedenen Bildserien zusammengeschnitten wurden, wurden sie von Bewe-
gungsartefakten korrigiert (Guizar-Sicairos et al., 2008). Nach einem weiteren Algorith-
mus wurden Zellsomata detektiert (Mukamel et al., 2009). Die so gefundenen Regionen, 
in denen sich Fluoreszenzänderungen zeigten, wurden als dasselbe Neuron behandelt, 
insofern sie weniger als 10 Pixel voneinander entfernt lagen und ihre Fluoreszenz-Spu-
ren zu mindestens 75 % miteinander korrelierten. Als Calciumtransienten wurden Ereig-
nisse definiert, deren ΔF/F des Fluoreszenzsignals um mindestens 5 % innerhalb von 
200 ms anstiegen sowie eine Amplitude von mindestens 8 % und eine Halbwertszeit von 
mindestens 500 ms aufwiesen. 
Zur Datenanalyse der Ca2+-Wellen wurden die Bildserien zunächst mit Fiji einem Gaus-
schen-Filters unterzogen, welcher alle Werte, die mindestens 50 % heller waren als der 
Hintergrund, einschloss. Diese so gefilterte Spur wurde mit der IMARIS-Software als 
Oberfläche definiert und mit einem benutzerdefinierten Algorithmus zur Oberflächende-
tektion untersucht. Als weitere Eigenschaften zur Definition einer Ca2+-Welle wurde eine 
Ausbreitungsfläche von mindestens 100 µm Durchmesser sowie einer Mindestdauer von 





Abb. 19: Auswertung des Ca2+-Imagings 
A) Beispielhafter Ausschnitt einer Bildsequenz. Es sind Ca2+-Transienten unterschiedli-
cher Intensität zu erkennen. B) Somata von Zellen einer Imaging-Session, in denen 
Ca2+-Transienten registriert wurden. C) Registrierte Ca2+-Transienten von knapp 50 
Zellen innerhalb von 180 Sekunden. Jeder Punkt entspricht einem Ca2+-Transienten. D) 
Darstellung des Fluoreszenzverhaltens einer einzelnen Zelle während einer Bildse-
quenz. Markiert sind jeweils die Startpunkte der Ca2+-Transienten. Ein Bild entspricht 














Tab. 4: Material stereotaktische Injektionen 
Produktname Hersteller 
Injektionssystem UltraMicroPump (four) 
with SYS-Micro4 Controller (UMP3-4) 
World Precision Instruments, Berlin 
Spritze 
SGE 10µL 26 ga (SGE010RNS) 
World Precision Instruments, Berlin 
Kanüle  
26G Replacement needle for syringe 
(SGE010RN(S)) 
World Precision Instruments, Berlin 
Kanüle 
34G beveled NanoFil needle (NF34BV-2) 
Luigs&Neumann, Ratingen 
Stereotaktische Manipulatoren Junior 4 
axen InVivo Unit 
Luigs&Neumann, Ratingen 
Steuerungsdisplay 
Remote control SM7 / Keypad SM7 
Luigs&Neumann, Ratingen 
Control box SM7 Luigs&Neumann, Ratingen 
M80 Stereomikroskop Leica, Wetzlar 
Kaltlichtquelle Kl 1500 L (C-KL1500) Schott, Mainz 
Bohrer 
Ideal Micro-Drill™ 
World Precision Instruments, Berlin 
Hot Bead Sterilizer (18000-45) Fine Science Instruments, Heidelberg 
Self regulating heating pad (21061-90) Fine Science Instruments, Heidelberg 






Penn Vector Core, Philadelphia, Penn-
sylvania, USA 
















Tab.6: Material Elektrophysiologie 
Produktname Hersteller 
EXT-02F/2 Extrazellular-Verstärker npi electronic, Tamm 
Mini-Digi 1B Molecular Devices, Sunnyvale, Kali-
fornien, USA 
Axon Digidata 1449A Data Acquisition 
System 
Molecular Devices, Sunnyvale, Kali-
fornien, USA 
MS 303/3-AIU/Spc Elektroden Plastics one, Roanoke, Virginia, USA 
Bipolare Kabel für Plastics one 303 Elekt-
roden 
npi electronic, Tamm 
EXT Miniheadstage npi electronic, Tamm 
pCLAMP 10 Electrophysiology Data Ac-
quisition and Analysis Software 
Molecular Devices, Sunnyvale, Kalifor-
nien, USA 
63-Series 900x120 Schwingungsisolierter 
Tisch 
TMC, Peabody, Massachusetts, USA 
Farady’scher Käfig Typ II TMC, Peabody, Massachusetts, USA 
Mini-Messkopfplatine mit Bes-
chleunigungssensor 
npi electronic, Tamm 




Ideal micro drill World Precision Instruments, Berlin 
UV-härtbarer Klebstoff NOA81 Thorlabs, Dachau/München 
Cyano-Veneer fast Heinrich Schein Dental Depot, München 
Stereotaktische Manipolatoren Junior 4 
axen InVivo Unit 
Luigs&Neumann, Ratingen 
Steuerungsdisplay Remote control SM7 / 
Keypad SM7 
Luigs&Neumann, Ratingen 
Control box SM7 Luigs&Neumann, Ratingen 
Pinzette 
Jewelers #5 Forceps 
World Precision Instruments, Berlin 
 
Tab. 8: Material Zwei-Photonen-Mikroskopie, Calcium-Imaging 
Produktname Hersteller 
TriM Scope II 
2-Photon Microscopy 
LaVision Biotec, Bielefeld 
Ti:sapphire excitation laser, Chameleon 
Ultra II 
Coherent, Santa Clara, Kalifornien, USA 
16x  Objective N16XLWD-PF  Nikon, Düsseldorf 
band-pass filter 542/50 Semrock, Rochester, USA 
GaAsP PMT (H7422-40 Hamamatsu. Herrsching am Ammersee 





Tab. 9: OT-Zellen 
Produktname Hersteller 
Ovalbuminspezifische CD8+ (OT-I) 
Zellen 
Institut für Experimentelle Immunologie, 
Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universität 
Bonn 
Ovalbuminspezifische CD4+ (OT-II) 
Zellen 




Tab. 10 Medikamente 
Produktname Hersteller 
Ketamin 10%, Ketaminhydrochlorid  WDT, Garbsen 
Rompun 2%, Xylazinhydrochlorid Bayer, Leverkusen 
Buprenovent®, Buprenorphinhydrochlorid Reckitt Benckiser Healthcare, Berkshire, 
United Kingdom 
Ketoprofen, Gabrilen Bayer, Leverkusen 
Carprofen, Rimady Bayer, Leverkusen 


































4.1 Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen 
 
Die elektrophysiologischen Messungen dienten dem Vergleich zwischen vor der Lym-
phozyteninjektion aufgenommenen Baseline-Werten und möglichen Veränderungen in-
folge der Lymphozyteninjektion. Es wurden verschiedene Parameter ausgewertet, um 
festzustellen, ob und in welcher Art die so ausgelöste Entzündungsreaktion zu Verände-
rungen des neuronalen Netzwerks führt. Von allen Versuchstieren wurden an zwei auf-
einanderfolgenden Tagen zur Aufnahme einer Baseline lokale Feldpotentiale der Hippo-
kampusregion abgeleitet. Am dritten Tag wurde eine Mischung von T-Lymphozyten in 
die Hippokampusregion der Tiere injiziert und in der Folge am ersten, zweiten, dritten, 
siebten, zehnten und 14. Tag nach der Injektion für jeweils 30 Minuten Messungen 
durchgeführt. 
 
4.1.1 Anstieg der mittleren Theta-Stärke eine Woche nach der Lymphozyteninjektion 
 
Das Theta-Frequenzband wurde auf verschiedene Parameter hin untersucht. Zum einen 
wurde ausgewertet, ob sich die mittlere Stärke des Theta-Bandes im Rahmen der Ent-
zündungsreaktion veränderte. In den ersten drei Tagen nach Injektion der Lymphozyten 
blieben die Werte konstant auf dem Niveau der Baseline (Baseline 0,56 mV, Tag 1 0,48 
mV, Tag 2 0,53 mV, Tag 3 0,51 mV). Am siebten Tag konnte ein Anstieg der mittleren 
Stärke gegenüber diesem Niveau beobachtet werden (Tag 7 0,73 mV), der bis zum 14. 
Tag anhielt (Tag 10 0,58 mV, Tag 14 0,63 mV). 
Repeated-measurement-one-way-ANOVA p = 0,0002, n = 9 Mäuse; Test auf Normal-
verteilung: Shapiro-Wilk-Normalitätstest; post-hoc-Datenanalyse: Tukeys Multiver-

































Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der mittleren Stärke des Theta-Frequenzbandes 
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender mittlerer Stärken des Theta-Fre-
quenzbandes an den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 9 Mäuse. 
Darstellung: Median, Box: 25-75. Perzentile, Whisker: 5-95. Perzentile. 


















4.1.2 Transiente Abnahme der maximalen Theta-Amplitude bei konstanter Peak-
Frequenz infolge der Lymphozyteninjektion 
 
Als weitere Parameter wurden die Maximalwerte der Theta-Amplitude (= Theta-Peak) 
sowie die Frequenz untersucht, bei welcher die Peaks lagen. 
Die Peak-Werte zeigten infolge der Lymphozyteninjektion eine transiente Abnahme in 
den ersten drei Tagen nach der Injektion (Baseline 0,86 mV, Tag 1 0,68 mV, Tag 2 0,75 
mV, Tag 3 0,73 mV). Nach einer Woche, glichen sich die Werte des Theta-Peaks wieder 
dem Niveau der Baseline an (Tag 7 1,1 mV, Tag 10 0,88 mV, Tag 14 0,9 mV). Re-
peated-measurement-one way-ANOVA p = 0,0012, n = 9 Mäuse (siehe Abb. 22A). 
Die Frequenzen der Peak-Werte verhielten sich in den Messungen, mit Ausnahme einer 
Erniedrigung am siebten Tag, auf einem konstanten Niveau. (Baseline 8,12 Hz, Tag 1 
7,03 Hz, Tag 2 7,12 Hz, Tag 3 7,59 Hz, Tag 7 5,87 Hz, Tag 10 8,51 Hz, Tag 14 7,24 










Abb. 21: Peak und Peak-Frequenz des Thetabandes 
Auftragung der maximalen Amplitude (mV) des LFP-Signales gegen die Frequenz (Hz) 
nach Fourieranalyse. Theta-Frequenzband, sowie Maximalwert (Peak) der Theta-Oszil-





Abb. 22: Zeitlicher Verlauf des Theta-Peaks und der Theta-Peak Frequenz nach der 
Lymphozyteninjektion 
A) Maximalwerte des Theta-Bandes im zeitlichen Verlauf. 
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Werte des Theta-Peaks an den 
Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 9 Mäuse 
B) Frequenz der Maximalwerte des Theta-Bandes im zeitlichen Verlauf.  
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Frequenzen des Theta-Peaks an 
den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 9 Mäuse. 






4.1.3 Transiente Abnahme der Gamma-Stärke infolge der Lymphozyteninjektion 
 
Bei der Untersuchung des Gamma-Frequenzbandes fand sich eine Parallele zwischen 
dem Verlauf der mittleren Gamma-Stärke und dem Verhalten des Peaks von Theta. Die 
mittlere Stärke des Gamma-Bandes zeigte ebenso wie der Theta-Peak eine transiente 
Abnahme in den ersten drei Tagen der Entzündungsreaktion (Baseline 1,0 mV, Tag 1 
0,78 mV, Tag 2 0,86 mV, Tag 3 0,87 mV) sowie eine Wiederangleichung diese Werte 
nach einer Woche an das Niveau der Baseline (Tag 7 0,95 mV, Tag 10 1,03 mV, Tag 14 
1,02 mV). 
Repeated-measurement-one-way-ANOVA p = 0,0006, n = 9 Mäuse; Test auf  Normal-
verteilung: Shapiro-Wilk-Normalitätstest; post-hoc-Datenanalyse: Tukeys Multiver-
gleichstest (siehe Abb. 23). 



























Abb. 23: Transiente Abnahme der mittleren Stärke des Gamma-Frequenzbandes in-
folge der Lymphozyteninjektion  
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Frequenzen des Theta-Peaks an 
den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 9 Mäuse 





4.1.4 Transiente Abnahme der maximalen Gamma-Amplitude bei konstanter Peak-
Frequenz infolge der Lymphozyteninjektion. 
 
Auch die Werte für den Gamma-Peak verhielten sich ähnlich denen des Theta-Peaks 
sowie der Gamma-Stärke. Am Folgetag der Lymphozyteninjektion verringerten sich die 
Werte des Gamma-Peaks (Baseline 1,43 mV, Tag 1 1,26 mV). Die übrigen Werte ver-
hielten sich im Vergleich zur Baseline konstant. Es liegen Schwankungen zwischen den 
Werten nach der Injektion vor. Das Niveau der Werte für den Gamma-Peak in der zwei-
ten Woche nach der Injektion liegt über dem Niveau der ersten Woche (Tag 2 1,33 mV, 
Tag 3 1,32 mV, Tag 7 1,49 mV, Tag 10 1,47 mV, Tag 14 1,55 mV) repeated-
measurement-ANOVA p = <0,0001, n = 9 Mäuse (siehe Abb. 25A). 
Die Frequenzen der Peak-Werte des Gamma-Bandes verhielten sich konstant auf ei-
nem Niveau (Baseline 31,5 Hz, Tag 1 30,96 Hz, Tag 2, 30,94 Hz, Tag 3 30,8 Hz, Tag 7 
31,2 Hz, Tag 10 30,63 Hz, Tag 14 30,57 Hz) Friedman-Test p = 0,4463 (n.s.), n = 9 
Mäuse (siehe Abb. 25B). 











Abb. 24: Peak und Peak-Frequenz des Gammabandes 
Auftragung der maximalen Amplitude (mV) des LFP-Signales gegen die Frequenz (Hz) 
nach Fourieranalyse. Gamma-Frequenzband, sowie Maximalwert (Peak) der Gamma-





Abb. 25: Zeitlicher Verlauf des Peaks und der Peak-Frequenz des Gamma-Bandes 
nach der Lymphozyteninjektion 
A) Transiente Abnahme des Gamma-Peaks infolge der Lymphozyteninjektion. 
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Werte des Gamma-Peaks an den 
Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 9 Mäuse. 
B) Konstanz der Frequenz des Gamma-Peaks. 
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Frequenzen des Gamma-Peaks an 
den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 9 Mäuse. 







4.1.5 Sharp-Wave-Ripples sind infolge der Lymphozyteninjektion nicht verändert 
 
Die Sharp-Wave-Ripples (SWR) wurden auf ihre Häufigkeit sowie auf die Amplitude der 
Sharp-Waves (SWS) und der Ripples untersucht. 
In den ersten beiden Tagen nach Lymphozyteninjektion traten etwas mehr SWR auf als 
zu den übrigen Zeitpunkten (Baseline 8,56 SWR/Aufnahme, Tag 1 13,33 
SWR/Aufnahme, Tag 2 18,67 SWR/Aufnahme, Tag 3 10,89 SWR/Aufnahme, Tag 7 
13,89 SWR/Aufnahme, Tag 10 9,11 SWR/Aufnahme, Tag 14 10,44 SWR/Aufnahme). 
Repeated-measurement-one-way-ANOVA p = 0,0208, n = 9 Mäuse; Test auf Normal-
verteilung: Shapiro-Wilk-Normalitätstest; post-hoc-Datenanalyse: Tukeys Multiver-
gleichstest (siehe Abb. 26B). 
Die Amplituden der Sharp-Wave-Komplexe nehmen in der zweiten Woche gegenüber 
der ersten Woche der Entzündungsreaktion leicht zu (Baseline 3,09 mV, Tag 1 2,34 mV, 
Tag 2 2,96 mV, Tag 3 2,31 mV, Tag 7 4,09 mV, Tag 10 3,45 mV, Tag 14 3,33 mV). 
Repeated-measurement-one-way-ANOVA p = 0,966 (n.s.); n = 9 Mäuse; Test auf Nor-
malverteilung: Shapiro-Wilk-Normalitätstest; post-hoc-Datenanalyse: Tukeys Multiver-
gleichstest (siehe Abb. 26D). 
Es finden sich keine Änderungen in den Amplituden der Ripples (Baseline 0,66 mV, Tag 
1 0,5 mV, Tag 2 0,79 mV, Tag 3 0,63 mV, Tag 7 0,79 mV, Tag 10 0,79 mV, Tag 14 
0,8mV). Repeated measurement one-way ANOVA p = 0,0421 (n.s.); n = 9 Mäuse; Test 
auf Normalverteilung: Shapiro-Wilk-Normalitätstest; post-hoc-Datenanalyse: Tukeys 





























Abb. 26: Anzahl der SWR und Amplituden der SWS und Ripples im zeitlichen Verlauf 
nach Lymphozyteninjektion 
A) Beispielhafte Darstellung eines SWR aus einem LFP-Signal heraus vergrößert dar-
gestellt. B) Vergleich der Baseline (2 Tage) und der entsprechenden Anzahl von SWR 
pro LFP-Aufnahme an den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 9 Mäuse. Darstellung: Mit-
telwerte mit Standardabweichungen C) Beispielhafte Darstellung eines im Bereich von 
5-30 Hz Bandpass gefilterten LFP-Signales. Es sind SWS zu erkennen. D) Vergleich der 
Baseline (2 Tage) und der entsprechenden Amplituden von SWS der Tage 1, 2, 3, 7, 10 
und 14; n = 9 Mäuse. Darstellung: Median, Box: 25-75. Perzentile, Whisker: 5-95. 
Perzentile. E) Beispielhafte Darstellung eines im Bereich von 140-210 Hz Bandpass ge-
filterten LFP-Signales. Es sind Ripple-Muster zu erkennen. F) Vergleich der Baseline (2 
Tage) und der entsprechenden Amplitude der Ripples der Tage 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n 
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4.2 Ergebnisse des Zwei-Photonen Ca2+-Imagings 
 
Mittels Zwei-Photonen-Ca2+-Imagings sollte untersucht werden, ob sich die Ca2+-Tran-
sienten im Verlauf der Entzündungsreaktion, nach Injektion der Lymphozyten in den 
Hippokampus, verändern. Als Baseline wurden Aufnahmen von allen Tieren am Tag vor 
der Injektion gemacht. Nach stereotaktischer Einbringung der OT-Zellen wurden am 
ersten, zweiten, dritten, siebten, zehnten und vierzehnten Tag nach der Injektion aus 
zwei verschiedenen Ebenen der Hippokampusregion jeweils fünf 90 Sekunden lange 
Videos aufgenommen. Es wurden verschiedene Parameter ausgewertet, um zu unter-
suchen, ob und in welcher Art die ausgelöste Entzündungsreaktion zu Veränderungen 
der Ca2+-Transienten führt. 
 
4.2.1 Gesamtbetrachtung der Ca2+-Aktivität 
 
Zur Gesamtbetrachtung des Netzwerks und dessen Ca2+-Aktivität wurde untersucht, wie 
viele Zellen Ca2+-Transienten generieren und ob sich deren Anzahl sowie die Frequenz 
der Ca2+-Transienten während der Entzündungsreaktion veränderten. 
Die Anzahl von Ca2+-Transienten generierender Zellen pro Versuchstier blieb nach In-
jektion der Lymphozyten konstant (Baseline 435 Zellen, Tag 1 487,5 Zellen, Tag 2 367 
Zellen, Tag 3 319,5 Zellen, Tag 7 336,3 Zellen, Tag 10 317,3 Zellen, Tag 14 246,2 Zel-
len). Auffällig war die relativ große Streuung dieser Werte für die Baseline: Einige Tiere 
zeigten vor Injektion der Lymphozyten Ca2+-Events in bis zu 800 Zellen, andere nur in 
etwa 100 Zellen. Infolge der Injektion streuten diese Werte weniger stark. Friedman-Test 
p = 0,0799 (n. s.), Test auf Normalverteilung: Kolmogorow-Smirnow-Normalitätstest, 
post-hoc-Datenanalyse. Dunns Multivergleichstest, n = 6 Mäuse (siehe Abb. 27A). 
Die Werte für die Gesamtzahl der registrierten Ca2+-Transienten pro Versuchstier ver-
hielten sich ähnlich (Baseline 18255,5 Transienten, Tag 1 16349,2 Transienten, Tag 2 
15942,3 Transienten, Tag 3 11317,7 Transienten, Tag 7 12650,8 Transienten, Tag 10 
12019,3 Transienten, Tag 14 6945,5 Transienten). Die Werte der Baseline streuten wie-
derum von 2.000 bis 40.000 Transienten. Nach Injektion der Lymphozyten vermindert 




auf Normalverteilung: Kolmogorow-Swirnow-Normalitätstest, post-hoc-Datenanalyse: 
Dunns Multivergleichstest, n = 6 Mäuse (siehe Abb. 27B). 
Auch das Verhältnis der Transienten pro Zelle änderte sich im Verlauf der Entzündungs-
reaktion nicht (Baseline 42 Transienten/Zelle, Tag 1 33,5 Transienten/Zelle, Tag 2 43,4 
Transienten/Zelle, Tag 3 35,4 Transienten/Zelle, Tag 7 37,6 Transienten/Zelle, Tag 10 
37,9 Transienten/Zelle, Tag 14 28,21 Transienten/Zelle). Auch hier zeigte sich die starke 
Streuung der Werte in den Baseline-Aufnahmen. Friedman-Test p = 0,0083 Tests auf 
Normalverteilung: Kolmogorow-Smirnow-Normalitätstest, post-hoc-Datenanalyse: Dunns 




















































































Abb. 27: Keine Veränderung des Gesamtzellverhaltens im Ca2+-Imaging nach der Lym-
phozyteninjektion 
A) Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Werte der Gesamtzahl aller 
Zellen, in denen Ca2+-Transienten registriert wurden, an den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 
14; n = 6 Mäuse  
B) Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Werte der Gesamtzahl re-
gistrierter Ca2+-Transienten an den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 6 Mäuse. 
C) Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Werte des Verhältnisses von 
Ca2+-Transienten pro Zelle an den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 6 Mäuse. 







4.2.2 Vergrößerung der Ca2+-Transienten-Amplitude im Rahmen der 
Entzündungsreaktion 
 
Zur weiteren Analyse des Ca2+-Imagings wurde untersucht, ob sich die Amplituden der 
Ca2+-Transienten im Verlauf der Entzündungsreaktion veränderten.  
 
 
Abb. 28: Darstellung der Amplitude eines einzelnen Ca2+-Transienten 
In blau ist das Fluoreszenzverhalten einer einzelnen Zelle während eines Ca2+-Tran-
sienten beispielhaft dargestellt. Die Y-Achse beschreibt die relative Fluoreszenz, auf der 
X-Achse wird die Zeit in Sekunden dargestellt. Das Überschreiten einer  festgelegte In-
tensität der Fluoreszenz wird als Onset (=Startpunkt) eines Ca2+-Transienten definiert. 
Aus der Differenz zwischen dem Wert für diesen Onset und dem Maximalwert der Fluo-
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Im Verlauf der Entzündungsreaktion stiegen die Werte der durchschnittlichen Amplitu-
denhöhe der Ca2+-Transienten ab dem zweiten Tag nach der Lymphozyteninjektion ste-
tig an. Am siebten Tag wurden die Maximalwerte erreicht. In den darauf folgenden Mes-
sungen sankt die durchschnittliche Amplitudenhöhe wieder ab (Baseline 1,07 ΔF/F, Tag 
1 1,05 ΔF/F, Tag 2 1,4 ΔF/F, Tag 3 1,23 ΔF/F, Tag 7 1,6 ΔF/F, Tag 10 1,38 ΔF/F, Tag 
14 1,28 ΔF/F) repeated-measurement-ANOVA p = 0,011, Tests auf Normalverteilung: 
Kolmogorow-Smirnow-Normalitätstest, post-hoc-Datenanalyse: Tukeys Multivergleichs-
test, n = 6 Mäuse (siehe Abb. 29). 























Abb. 29: Mittlere Amplitude der Ca2+-Transienten im zeitlichen Verlauf 
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Werte der mittleren Amplitude der 
Ca2+-Transienten an den tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 6 Mäuse. 









4.2.3 Konstante Halbwertszeiten der Ca2+-Transienten im Rahmen der Entzündungs-
reaktion 
 
Es wurde untersucht, ob sich die  Dauer der Ca2+-Transienten in Abhängigkeit der durch 
die Lymphozyteninjektion ausgelösten Entzündungsreaktion veränderte. 
 
 
Abb. 30: Darstellung der Halbwertszeit eines einzelnen Ca2+-Transienten 
In blau ist das Fluoreszenzverhalten einer einzelnen Zelle während eines Transienten 
beispielhaft dargestellt. Die Y-Achse beschreibt die relative Fluoreszenz, auf der X-
Achse wird die Zeit in Sekunden dargestellt. Das Überschreiten einer  festgelegte Inten-
sität der Fluoreszenz wird als Onset (=Startpunkt) eines Ca2+-Transienten definiert, als 
Peak wird der Maximalwerts der Fluoreszenzintensität bezeichnet. Aus der Differenz 
zwischen Peak und Onset errechnet sich die Amplitude. Die Halbwertszeit bezeichnet 
das zeitliche Intervall zwischen dem Überschreiten der Hälfe der Amplitude bis zum 
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Die durchschnittliche Halbwertszeit der Ca2+-Transienten änderte sich im Verlauf der 
Entzündungsreaktion nur unwesentlich (Baseline 2,13 s, Tag 1 1,26 s, Tag 2 2,55 s, Tag 
3 1,33 s, Tag 7 1,6 s, Tag 10 0,99 s, Tag 14 1,1 s). Die Werte lagen im Bereich von ei-
ner bis zwei Sekunden durchschnittlicher Halbwertszeit der einzelnen Ca2+-Transienten. 
Auffällig war, dass die Werte der Baseline, sowie des zweiten Tages nach Lymphozy-
teninjektion stark streuten. Zudem lagen sie etwas über dem Niveau der übrigen Mess-
werte, zwischen zwei und drei Sekunden. Friedman-Test p = 0,0032, Tests auf Normal-
verteilung: Kolmogorow-Smirnow-Normalitätstest, post-hoc-Datenanalyse: Dunns Mul-
tivergleichstest, n = 6 Mäuse (siehe Abb. 31). 












































Abb. 31: Mittlere Halbwertszeit der Ca2+-Transienten im zeitlichen Verlauf.  
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Werte der mittleren Halbwertszeit 
der Ca2+-Transienten an den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14; n = 6 Mäuse. 










4.2.4 Auftreten und Eigenschaften von Ca2+-Wellen 
 
Während der Imagingsessions traten spontan Ca2+-Transienten simultan in mehreren 
benachbarten Neuronen auf. Diese kumulierten Ca2+-Transienten propagierten über be-
nachbarte Neurone durch den jeweiligen Bildausschnitt. Wegen der wellenartigen Aus-
breitung dieses Phänomens wird im Folgenden von Ca2+-Wellen gesprochen. 
Ca2+-Wellen wurden in beinahe allen Aufnahmen beobachtet. Ihr Verhalten ist stets ste-
reotyp: Es rekrutieren sich etwa 20 in unmittelbarer Nachbarschaft liegende Zellen über 
eine Fläche von etwa 100 µm Durchmesser zusammen, die simultan Fluoreszenzsig-
nale ausbilden. Dieses Fluoreszenzsignal breitet sich auf weitere Zellen der unmittelba-
ren Umgebung aus. 
In einigen Aufnahmen traten mehrere Ca2+-Wellen zur gleichen Zeit in unterschiedlichen 
Regionen des Bildausschnitts auf. Bei Aufeinandertreffen zweier Ca2+-Wellen kumulie-
ren diese für einige Zeit und verlaufen danach in etwa 90° veränderter Richtung weiter in 






Abb. 32: Ca2+-Welle 
Die Abbildung zeigt eine 5,7 Sekunden dauernde Bildsequenz, in der sich in der unteren 
mittleren Bildkante eine Ca2+-Welle generiert und in Richtung der oberen mittleren Bild-
kante verläuft. Nach 0,38 Sekunden erkennt man einen Fluoreszenzanstieg in einigen 
Zellen am unteren Bildrand. Bis 1,14 Sekunden erfasst dieser Fluoreszenzanstieg wei-
tere Zellen in der Umgebung. Der Fluoreszenzanstieg propagiert über eine etwa gleich-
bleibende Anzahl von Zellen innerhalb der nächsten 2,28 Sekunden zur Bildmitte. Ab 
3,42 Sekunden nimmt die Anzahl von an der intensiv fluoreszierenden Region beteilig-
ten Zellen stetig ab. Die so ausdünnende Ca2+-Welle verläuft weiter in Richtung Mitte 
der oberen Bildkante. 
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Abb. 33: Zusammentreffen zweier Ca2+-Wellen 
Es sind zwei Ca2+-Wellen zu erkennen, die sich aus der oberen linken Ecke in Richtung 
der Bildmitte bzw. von der Bildmitte aus in Richtung der oberen linken Ecke aufeinander 
zu bewegen. Nach 1,52 Sekunden treffen die Wellen aufeinander. Bis 2,66 Sekunden 
fusionieren beide Wellen zu einer Zellansammlung hoher Fluoreszenzintensität. Diese 
Zellansammlung teilt sich wieder in zwei Ca2+-Wellen, die sich in entgegengesetzte 
Richtung voneinander ausbreiten. Die Ausbreitungsrichtung der beiden neu entstehen-
den Ca2+-Wellen verläuft etwa senkrecht zur Ausbreitungsrichtung der beiden ursprüng-
lichen Ca2+-Wellen. Von der unteren rechten Bildecke verläuft zwischen 1,9 bis 5,7 Se-
kunden eine weitere, unabhängige Ca2+-Welle entlang der unteren Bildkante zur Mitte, 
deren Fluoreszenzintensität bis 4,56 Sekunden stetig ansteigt und bis 5,7 Sekunden 
beinahe restlos erlischt. 
0s 0,38s 0,76s 1,14s
1,52s 1,9s 2,28s 2,66s
3,04s 3,42s 3,8s 4,18s





Abb. 34: Gruppe von Ca2+-Wellen 
Es sind vier Ca2+-Wellen in einer Bildsequenz von 7,22 Sekunden Dauer zu erkennen. 
Bereits zum Zeitpunkt 0 besteht eine Ca2+-Welle in der Mitte der oberen Bilddrittels. 
Diese propagiert bis 1,14 Sekunden in Richtung der oberen linken Bildecke und teilt sich 
nach 1,52 Sekunden in zwei in entgegen gesetzte Richtungen verlaufende Ca2+-Wellen 
auf, die nach 5,32 Sekunden erloschen sind. Eine kleinere Ca2+-Welle läuft im Zeitraum 
von 0 bis 4,56 Sekunden von der unteren linken Bildecke in Richtung Bildmitte. Ab 1,52 
Sekunden generiert sich in der oberen rechten Ecke eine weitere Ca2+-Welle, die ent-
lang der oberen Bildkante horizontal in Richtung Mitte propagiert und bis zum Ende der 
Bildsequenz bestehen bleibt. Die vierte Ca2+-Welle breitet sich in etwa parallel zur Drit-
ten ab 1,52 Sekunden bis zum Ende der Bildsequenz von der unteren rechten Bildecke 
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Die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Ca2+-Wellen verhält sich ungleichmäßig. Betrach-
tet man sie im Einzelnen, so ist festzustellen, dass die Ausbreitungsgeschwindigkeit 
während des Verlaufs über ein Intervall von bis zu 80 µm/s schwankt (siehe Abb. 35). In 
der Gesamtbetrachtung propagieren die Ca2+-Wellen jedoch zu 70 % der Zeit mit einer 
mittleren Ausbreitungsgeschwindigkeit zwischen 10 µm/s und 50 µm/s (siehe Abb. 36). 
Es wurden insgesamt 53 Ca2+-Wellen untersucht. 
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Abb. 35: Geschwindigkeitsprofile einzelner Ca2+-Wellen 
Darstellung der Geschwindigkeitsprofile fünf exemplarischer Ca2+-Wellen.  
Die X-Achse beschreibt die Dauer der jeweiligen Ca2+-Wellen in Sekunden auf der Y-





















Abb. 36: Histogramm zur Ausbreitungsgeschwindigkeit von Ca2+-Wellen 
Relative Aufteilung der Ausbreitungsgeschwindigkeit von Ca2+-Wellen in der Gesamtbe-


















Die Ausbreitungsflächen der Ca2+-Wellen verhalten sich konstant. Betrachtet man die 
Ausbreitungsflächen der Ca2+-Wellen im Einzelnen, so ergibt sich ein Bild ohne wesent-
liche Schwankungen der Fläche der einzelnen Ca2+-Wellen (siehe Abb. 37). In der Ge-
samtbetrachtung sind 83 % aller untersuchten Ca2+-Wellen zwischen 10.000 µm2 und 
50.000 µm2 groß (siehe Abb. 38). 
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Abb. 37: Größenprofile einzelner Ca2+-Wellen 
Darstellung der Größenprofile fünf exemplarischer Ca2+-Wellen. Die X-Achse beschreibt 


























Abb. 38: Histogramm zur Ausbreitungsfläche von Ca2+-Wellen 
Relative Aufteilung des Durchmessers der Ca2+-Wellen in der Gesamtbetrachtung. Es 


















Es wurde untersucht, ob sich das Auftreten der Ca2+-Wellen im Rahmen der Entzün-
dungsreaktion veränderte. In der Tat traten eine Woche nach Injektion der Lymphozyten 
vermehrt Ca2+-Wellen auf. In den ersten drei Tagen nach Induktion der Entzündung ver-
hielt sich die Anzahl der Ca2+-Wellen konstant auf dem Niveau der Baseline (Baseline 
21, Tag 1 19, Tag 2 50, Tag 3 41 Tag 7 70, Tag 10 64, Tag 14 51 Ca2+-Wellen pro Ex-

































Abb. 39: Auftreten von Ca2+-Wellen im zeitlichen Verlauf 
Vergleich der Baseline (2 Tage) und entsprechender Werte des Auftretens von Ca2+-
Wellen an den Tagen 1, 2, 3, 7, 10 und 14: n = 6 Mäuse. 















5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Die hier präsentierten Ergebnisse liefern neue Hinweise über die Mechanismen der LE 
und der damit verbundenen gesteigerten Erregbarkeit des neuronalen Netzwerks sowie 
der Beeinträchtigung der Gedächtnisleistung. Folgende Befunde konnten erhoben wer-
den:  
1) Auswirkung der induzierten Entzündungsreaktion auf lokale elektrische Aktivitätsme-
chanismen (Feldpotentiale): a) Die Amplitude des Theta-Peaks zeigte sich infolge der 
Lymphozyteninjektion zunächst leicht vermindert, nach einer Woche jedoch wieder auf 
dem Niveau der Baseline. b) In gleicher Art veränderten sich auch die Messwerte der 
Gamma-Oszillationsstärke. Sie waren zunächst vermindert und nach einer Woche gin-
gen sie auf das Baselineniveau zurück. c) Eine solche Verminderung infolge der Lym-
phozyteninjektion mit Angleichung an die Werte der Baseline nach einer Woche zeigte 
sich auch für die maximale Amplitude („Peak“) des Gamma-Frequenzbandes. 
2) Veränderung der neuronalen Aktivität: Die induzierte Entzündungsreaktion beein-
flusste den aktivitätsabhängigen Ca2+-Einstrom in Neurone. Die Amplituden der Ca2+-
Transienten waren eine Woche nach Injektion der T-Lymphozyten in die Hippokampus-
region im Vergleich zur Baseline und den Werten der ersten Woche erhöht. 
3) Ausbildung von Ca2+-Wellen im Verlauf der Neuroinflammation: Es konnten gekop-
pelte Entladungen von unmittelbar angrenzenden Neuronenpopulationen beschrieben 
werden, die sich gerichtet ausbreiteten und als bisher unbekannte pathologische Entla-












5.2 Diskussion der Ergebnisse 
 
In Hippokampi von LE-Patienten wurden sowohl verschiedene B-, als auch zahlreiche T-
Lymphozyten und aktivierte Mikroglia nachgewiesen (Bien et al., 2007; Vincent et al., 
2011). Auf Grundlage dieser Befunde wurden in dieser Arbeit T-Lymphozyten mittels 
stereotaktischer Injektion in die Hippokampusregion von Mäusen eingebracht, um eine 
Entzündungsreaktion zu induzieren. Die Vorbefunde legen die Beteiligung zytotoxischer 
CD8+ T-Lymphozyten an neuronalen Schädigungen nahe: 1) Das Ausmaß der neuro-
nalen Schädigung korrelierte mit der Anzahl gefundener CD8+ T-Lymphozyten, 2) CD8+ 
T-Lymphozyten wurden in unmittelbarer Nähe geschädigter Neurone nachgewiesen, 3) 
entsprechende CD8+ T-Lymphozyten wiesen einen aktivierten Phänotyp auf, indem sie 
Effektormoleküle (z.B. Perforin und Proteasen) exprimierten. (Bien et al., 2012; McKeon 
und Pittock, 2011). 
Nitsch et al (2004) fanden heraus, dass der durch direkten Kontakt zu T-Lymphozyten 
eingeleitete Zelltod von Neuronen durch Blockade von Glutamat-Rezeptoren verhindert 
werden konnte und schlossen daraus, dass die Aktivität des neuronalen Netzwerks von 
zentraler Bedeutung für durch T-Lymphozyten vermittelte Entzündungsreaktionen im 
Gehirngewebe sein könnte (Nitsch et al., 2004). Glutamat-Rezeptoren tragen wesentlich 
zur synaptischen Transmission, der funktionellen Kopplung von Neuronen untereinander 
und damit zum Erscheinungsbild lokaler Feldpotentiale bei (Buzsaki et al., 2012; Kandel, 
2000). Der Einfluss von T-Lymphozyten auf Glutamat-Rezeptoren könnte die Synchro-
nität synaptischer Vorgänge reduzieren. Dies könnte ein Mechanismus für die in der hier 
vorliegenden Arbeit beschriebenen Verminderungen der Stärke des Gamma-Frequenz-
bandes infolge der Lymphozyteninjektion sein. Die Blockade der Glutamat-Rezeptoren 
könnte eine verminderte Rekrutierung von Neuronen zu funktionellen Gruppen zur Folge 
haben und damit die Stärken der Frequenzbänder vermindern. Auch die Abnahme der 
maximalen Amplitude des Gamma-Frequenzbandes, sowie des Theta-Frequenzbandes 
könnte auf diesen Mechanismus zurückzuführen sein. 
Ein Schlüsselmolekül des Zelluntergangs von Neuronen durch T-Lymphozyten ist das 
Protein Perforin (Bien et al., 2012; Ehling et al., 2015; McKeon und Pittock 2011; Nitsch 
et al., 2004). Perforin ist ein zytosolisches Protein von CD8+ T-Lymphozyten, welches 




Poren ausbildet (Pipkin und Liebermann, 2007). Solche Poren könnten die elektrischen 
Eigenschaften der Zellmembran verändern und darüber hinaus als Ein- und Austritts-
stelle von Ionen (z.B. Ca2+) fungieren. Der Einfluss von Perforin auf die elektrische Er-
regbarkeit von Zellen wurde vor allem in ventrikulären Kardiomyozyten untersucht. 
Durch die Ausbildung von Poren in der Zellmembran kann es zu einer intrazellulären 
Überladung der Zellen mit Ca2+ kommen (Binah et al., 1994). Infolgedessen wären eine 
Depolarisation des Membranpotentials sowie Veränderungen der Dauer und Amplitude 
von Aktionspotentialen möglich (Binah et al., 1992; Felzen et al., 1994). Im Zusammen-
hang mit den in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen, könnten die entsprechend 
veränderten Aktionspotentiale als Mechanismus für die Veränderungen der gemessenen 
Feldpotentiale infrage kommen: Aktionspotentiale tragen wesentlich zur Synchronität 
des neuronalen Netzwerks und damit zum Erscheinungsbild lokaler Feldpotentiale bei 
(Buzsaki et al., 2012). Darüber hinaus könnte der Einstrom von extrazellulärem Ca2+ 
und die damit einhergehende Überladung der Neurone im Zusammenhang mit den ver-
größerten Ca2+-Transienten stehen, welche in der hier vorliegenden Arbeit beschrieben 
wurden. 
Ca2+ gilt als eines der wichtigsten neuronalen Signalmoleküle (Berridge, 1998) und wird 
als wesentlich für die Kontrolle verschiedener Funktionen wie Zellintegrität (Zeng et al., 
2007), Energiemetabolismus (Zsurka und Kunz, 2015), sowie des Zelltods (Paschen, 
2003) angenommen. Eine Überladung von Neuronen mit Ca2+ kann diverse Ca2+ ab-
hängige Proteine beeinflussen (Beck et al., 1999) und gilt als ein wesentlicher Auslöser 
neuronaler Toxizität (Otmakhov, 2015). Unterschiedliche Studien haben die Erhöhung 
der Ca2+-Konzentration als verantwortlichen Mechanismus für den Zelltod von Neuronen 
diskutiert (Choi 1995; Nicotera et al., 1998; Yu et al., 2001). Meuth et al (2009) vermu-
ten, dass ein direkter Kontakt von CD8+ T-Lymphozyten zu Neuronen eine Erhöhung 
des neuronalen Membranwiderstands bewirkt. Die durch stereotaktische Injektion indu-
zierte Entzündungsreaktion von Lymphozyten in die Hippokampus-Region in dieser Ar-
beit wäre mit einem solchen direkten Kontakt vereinbar. Eine entsprechende Erhöhung 
des neuronalen Membranwiderstands könnte ebenfalls zu Alterationen des neuronalen 
Netzwerks und damit dem Erscheinungsmuster der gemessenen lokalen Feldpotentiale 
führen. Des Weiteren beschrieben Meuth et al. (2009) in diesem Zusammenhang ge-




der Neuronen der unmittelbaren Umgebung (Meuth et al., 2009). Steigt die Konzentra-
tion von Ca2+ im Zytoplasma von Neuronen an, erhöht sich die Wahrscheinlichkeit, dass 
Ca2+ an den hier verwendeten Ca2+-Indikator bindet, was zu stärkerer Fluoreszenz des 
Moleküls führt (vgl. Kapitel 3.1.2.1b). So ließen sich die vergrößerten Amplituden der 
Ca2+-Transienten im Verlauf der Untersuchungen miteinander vereinbaren. Der Befund, 
dass neben den direkt angegriffenen Zellen auch die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 
der benachbarten Neurone ansteigt, könnte als Grundlage zur Generierung von Ca2+-
Wellen gedeutet werden, da diese ebenfalls in unmittelbar angrenzenden Neuronen 
auftreten und sich kontinuierlich über das Synzytium hinweg ausbreiten. 
Berdyyeva et al. (2016) beschrieben jüngst in einem in vivo Tiermodell Ca2+-Signale im 
Rahmen epileptischer Anfälle, die sich ebenfalls wellenartig ausbreiteten (Berdyyeva et 
al., 2016). Die beschriebenen Ca2+-Signale waren durch einen kontinuierlichen Anstieg 
der Fluoreszenzintensität bis zu einem gewissen Maximum und einem anschließenden 
Verblassungsprozess gekennzeichnet und propagierten mit einer Geschwindigkeit von 
ca. 1cm/min über das Synzytium. Wie auch in der hier vorliegenden Arbeit wurde der 
Ca2+-Indikator GCamP verwendet. Die Parallelen der Befunde aus der Arbeit von 
Berdyyeva et al. und der hier vorliegenden Arbeit legen die Vermutung nahe, dass es 
sich bei den gefundenen Ca2+-Wellen um vergleichbare Phänomene handeln könnte. 
Berdyyeva et al. argumentieren, dass die Befunde die Beteiligung von Ca2+ in der Pa-
thogenese epileptischer Anfälle und neuronaler Schädigungen (Nargakatti et al., 2009; 
Cao et al., 2015) nicht nur nahelegen könnte, sondern Ca2+ eine zentrale Schlüsselposi-
tion einnähme. Auch die LE geht mit epileptischen Anfällen und neuronales Schädigung 
einher (vgl. Kapitel 2.1). Das Auftreten von Ca2+-Wellen könnte also einen Mechanismus 
darstellen, welcher zur Pathogenese der LE beiträgt. 
Ein weiterer Aspekt, welcher mit dem Auftreten der Ca2+-Wellen zu diskutieren ist, ist 
deren mögliche Korrelation zu hippokampaler Streudepolarisation. Als Streudepolarisa-
tion bezeichnet man eine sich wellenartig über Hirngewebe hinweg ausbreitenden De-
polarisation als Reaktion auf einen pathologischen Auslöser. Das Phänomen der Streu-
depolarisation wurde zuerst 1944 von Leão beschrieben (Leão et al., 1944) und ist bis 
heute im Kortex, subkortikalen Strukturen wie dem Hippokampus, sowie in der Retina 
bekannt (Mesgari, 2015). Ein initiales Ereignis führt zu pathologischen Veränderungen 




sind (Kramer et al., 2016). Streudepolarisation wird bei verschiedenen Krankheitsenti-
täten wie Migräne mit Aura, verschiedenen Kopfschmerzsyndrome, ischämischen 
Schlaganfällen, subarachnoidalen und intrazerebralen Blutungen, Schädel-Hirn-Trau-
mata sowie Epilepsien beschrieben (Chen und Ayata, 2016). Als auslösendes Ereignis 
der Streudepolarisation werden verschiedene Mechanismen vermutet: Die Akkumulation 
von K+ während intensiver neuronaler Entladungen innerhalb des begrenzen interstitiel-
len Raumes des Gehirngewebes depolarisiert dieselben Zellen, aus denen es diffundiert 
ist noch weiter, was zu einer Deaktivierung der neuronalen Erregung führt. Durch Diffu-
sion des extrazellulären K+ zu angrenzenden Hirnregionen propagiert auch die Depolari-
sation in angrenzendes Gewebe. Dieser Mechanismus wird als Grafstein-Hypothese der 
Streudepolarisation zusammengefasst (Grafstein, 1956). Der van-Harreveld-Hypothese 
folgend, steht Glutamat als exzitatorischer Transmitter im Mittelpunkt der Streudepolari-
sation (van Harreveld, 1959). 
Überträgt man die bekannten Eigenschaften der Streudepolarisation auf die Befunde der 
hier vorliegenden Arbeit, finden sich einige Gemeinsamkeiten, welche vermuten lassen, 
dass es sich bei den beschriebenen Ca2+-Wellen um eine Form der Streudepolarisation 
handeln könnte: Zum einen entspricht die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Streudepo-
larisation mit 2-3 mm/min (Gorji, 2001) in etwa der Ausbreitungsgeschwindigkeit der 
Ca2+-Wellen. Zum anderen wurde beschrieben, dass während der Depolarisation im 
Rahmen der Streudepolarisation die intrazelluläre Ca2+ ansteigt (Somjen, 2001), was 
sich ebenfalls mit dem vermehrten Auftreten von Ca2+-Wellen, sowie der vergrößerten 














5.3 Ausblick auf weiterführende Untersuchungen 
 
Um nachzuvollziehen, ob die durch T-Lymphozyteninjektion induzierte Entzündungsre-
aktion des Hippokampus neben Veränderungen des neuronalen Netzwerks auch zu ty-
pischen pathologieassoziierten Veränderungen des LFP führt, wäre eine Erweiterung 
des Aufnahmespektrums der LFP vorteilhaft. Im Einzelnen könnte die Ausbildung sehr 
schneller Oszillationen über 300 Hz (=„Fast-Ripples“) durch entsprechende Filterein-
stellungen zusätzlich beobachtet werden (Bragin et al., 2010; Foffani et al., 2007). 
Zur weiteren Analyse der Ca2+-Wellen in Bezug auf deren Entstehung und Eigenschaf-
ten könnte untersucht werden, ob Zell-Zell-Kanäle („Gap-Junctions“) an der Propagation 
der Fluoreszenz beteiligt sein könnten, indem die Versuche in einer entsprechenden 
Connexin Knock-out-Mauslinie (vgl. Baldo et al., 2001) oder in Gegenwart von spezifi-
schen Blockern durchgeführt würden. Ebenfalls könnte man der Vermutung nachgehen, 
dass sich die Ca2+-Wellen im Sinne des Streudepolarisation-Phänomens ausbreiten in-
dem man die Membraneigenschaften an Ca2+-Wellen beteiligter Einzelzellen mittels In-
Vivo-Patch-Clamp-Technik untersucht (vgl. Kitamura et al., 2008). 
Es besteht die Möglichkeit, dass die beschriebenen Veränderungen zum Teil durch me-
chanische Manipulation am Hirngewebe der Mäuse und dadurch verursachte neuronale 
Schädigungen bedingt wurden. Allerdings zeigen Vorversuche, dass die Implantation 
des Hipppokampusfenster wenig Einfluss auf die Hirnfunktionen der Mäuse hat (Gu et 
al., 2015): Es konnte gezeigt werden, dass sich infolge der operativen Prozedur eine 
Mikro-, sowie Astrogliose im Operationsgebiet bildete, welche jedoch nach 20 Tagen 
abgeklungen war und lediglich eine Narbe im Randgebiet des Operationsfeldes hinter-
ließ (Gu et al., 2015). Des Weiteren wurde gezeigt, dass sich die Dichte dendritischer 
Zellfortsätze durch die Implantation des kranialen Hippokampusfensters nicht änderte. 
Die Überlebensrate von CA1-Neuronen wurde durch den operativen Eingriff ebenfalls 
nicht beeinflusst (Gu et al., 2015).  
Zur Verifizierung, ob die stereotaktischen Injektionen der Lymphozyten erfolgreich 
verliefen, könnten immunhistologische Untersuchungen angestellt werden. Da der Erfolg 
der Injektionen der viralen Vektoren durch die mittels Zwei-Photonen Mikroskopie 
erfasst Fluoreszenz nachgewiesen wurde, wurde angenommen, dass auch die 




Vorfeld zu dieser Arbeit durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Becker 
immunhistochemische Untersuchungen infolge der Lymphozyteninjektion durchgeführt, 
welche sowohl das erfolgreiche Einbringen der Lymphozyten, als auch die Ausbildung 
einer Entzündungsreaktion zeigten. 
Um nachzuweisen, ob die beschriebenen Befunde tatsächlich auf eine 
lymphozytenvermittelte Immunreaktion zurück zu führen sind, oder durch das bloße 
Trauma der Injektion hervorgerufen wurden, könnten Sham-Injektionen, also die 
Injektion äquivalenter Mengen einer neutralen Substanz (beispielsweise ACSF) 
durchgeführt werden. Auf derartige Untersuchungen wurde bisher verzichtet um die 




























Die limbische Enzephalitis wurde als eine der Hauptursachen für die Entwicklung der 
Temporrallappenepilepsie beschrieben (Bien et al., 2007) und führt über noch nicht im 
Detail bekannte Prozesse zellulärer und struktureller Schädigungen zu chronischen re-
zidivierenen Krampfanfällen sowie erheblicher Beeinträchtigung der Gedächtnisleistung 
(Vincent et al., 2011). 
Als Zielsetzung der hier vorliegenden Arbeit sollte mittels elektrophysiologischer Metho-
den und in-vivo Multiphotonen-Kalziumimaging die Auswirkung einer T-Lymphozyten-
vermittelten parenchymalen Immunreaktion der Hippokampusregion auf die Erregbarkeit 
und Netzwerkfunktion von Nervenzellen in einem Mausmodell untersucht werden. 
Es zeigten sich Auswirkungen auf die lokale elektrische Aktivität (Feldpotentiale) im 
Rahmen der induzierten Immunreaktion: Die Stärke der Gamma-Oszillationen sowie die 
maximale Amplitude der Gama-Oszillationen und der maximalen Amplitude des Theta-
Frequenzbandes zeigten sich in den ersten Tagen nach Lymphozyteninjektion vermin-
dert und nach einer Woche wieder auf dem Niveau der Baseline. Ebenfalls fanden sich 
Veränderungen der neuronalen Aktivität im Sinne eines beeinflussten aktivitätsabhängi-
gen Ca2+-Einstroms in Neuronen: Die mittels Multiphotonen-Kalziumimaging gemesse-
nen Ca2+-Transienten waren eine Woche nach Injektion der T-Lymphozyten in die Hip-
pokampusregion im Vergleich zu den Messwerten der Baseline und der ersten Woche 
erhöht. Ein weiterer Befund war die Ausbildung von Ca2+-Wellen. Es handelte sich dabei 
um gekoppelte Entladungen von unmittelbar angrenzenden Neuronenpopulationen im 
Verlauf der Neuroinflammation, welche sich gerichtet ausbreiten und als bisher unbe-
kannte pathologische Entladungsmuster angesehen werden können. 
Diese Befunde lassen sich zusammenfassend als pathophysiologische Reaktion des 
Gehirngewebes auf die T-Lymphozyten-vermittelte Entzündungsreaktion deuten. Die in 
dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse liefern somit neue Hinweise über die Mechanis-
men der limbischen Enzephalitis und deren Einfluss auf die Eigenschaften des neuro-
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